PATENT COOPERATION TREATY 



PCT/EP97/07306 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

United States Patent and Trademark 
UTTice 
(Box PCT) 
Crystal Plaza 2 

Wa<;hinaton DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

10 August 1998(10.08.98) 


International application No. 

PCT/EP97/07306 


Applicant's or agent's file reference 
Le A 32 145-PC 


International filing date (day/month/year) 

24 December 1997 (24.12.97) 


Priority date (day/month/year) 

08 January 1997 (08.01.97) 


Applicant 

PURR, Hansjorg et al m 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

|~X"| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

16 July 1998 (16.07.98) 



| [ in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



The election p)T| was 

| | was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Jocelyne Rey-Millet 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



VERTRAG UBER Dl INTERNATIONALE ZUSAMM^ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwaits 
Le A 32 145-PC Bu 



. siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 

WEITERES VORGEHEN vor! aufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/1PEA/416) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
24/1 2/1 997 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP97/07306 

Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 

C07H1/08 



Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
08/01/1997 



Anmelder 

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT et al, 



1 Die ser Internationale vor.aufige PrOfungsbericht wurde von der m* der internationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten 
' Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermrttelt. 

2 Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 5 Blatter einschlieSlich dieses Deckblatts. 

voSom™ Lrtehtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsnchthn-en zum PCT). 
Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu lolgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 

Keine Ersteliung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerb.iche Anwendbarkert 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 



Datum der Fertigsteilung dieses Berichts 



16/07/1998 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde 

Europaisches Patentamt 

5[\ D-80298 MQnchen 
§M Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Komenda, P 

Telefon (+4S-83) 2399-2777 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/07306 



I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf ^ A ^^^^ 
* Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich emgereicht und smd ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 



1-31 



ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 



1-12 



ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ Beschreibung, 

□ Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



Seiten: 

Nr.: 

Blatt: 



3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da tfiese au^ 
mg^en Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt .n der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststel.ung nach Artikel 35(2) hinsicht.ich der Neuheit, der ^ nd jf^^f eit U " d det 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 


Anspruche 


1-5,7-12 


Nein: 


AnsprQche 


6 


Ja: 


Anspruche 


1-5,9-12 


Nein: 


Anspruche 


6,7 


Ja: 


Anspruche 


1-12 


Nein: 


Anspruche 





Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 





A%rasXcHT VORLAUF,G *~ PCT/EP97/07306 



2. Untertagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der PatentansprGche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
fn vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 



siehe Beiblatt 



Fom.blattPCT/lPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt2) (Januar 1994) 



Abschnitt V: 



N: 



D Das Dokument D1 = BIOMAT., MED. DEVICES, ARTIF. ORGANS (1982), 10(3), 
187-203 zeigt eine Vorrichtung in Form eines Chip-Moduls (vgl. Figur 1) mit 
eingebetteter Membran, wobei 1-400 Kapillaren nebeneinander angeordnet s.nd 
("10 etched microchannel conduits"). Damit sind alle technischen Merkmale des 
vorliegenden Anspruchs 6 bereits aus D1 bekannt (Artikel 33(2) PCT). 
Die Vorrichtung aus D1 wird zwar im DurchfluB betrieben, jedoch sind in Anspruch 
6 keine Mittel zur Durchfuhrung der "Elektrokinetik" angegeben. 



2) 



Das nachstliegende Dokument des internationalen Recherchenberichts bezugl.ch 
der Verfahrensanspruche 1-5 ist die WO 93/05390, die ein kapillarelektro- 
phoretisches Analysenverfahren beschreibt, bei dem in einem Kapillarzw.schen- 
stuck in dem sich chemisch beschichtete Glasperlen bef.nden, gewiinschte 
Makromolekule angesammelt werden. Das Verfahren nach Anspruch 1 
unterscheidet sich davon, daf3 zur Sammlung von gewunschten Makromo ekulen 
eine Membran verwendet wird, welche in einem Mikrokanal angeordnet ist (Art.kel 
33(2) PCT). 

Dieses unterscheidende Merkmal findet sich auch in den abhangigen Anspruchen 
2-5 sowie in den Verwendungsanspruchen (Artikel 33(2) PCT). 



ET: 



1) Die abhangigen Anspruche 7 und 8 scheinen Gegenstande zu betreffen, die im 
Rahmen fachmannischen Handelns liegen (Artikel 33(3) PCT). 

2) Das Dokument D1 des international Recherchenberichts besch ,aft W mn 
der Adsorption von Proteinen an Membranen die mit Kohlenstoff besch.ch^t s.nd. 
Zur Untersuchung der Membranen wird eine Vorrichtung verwendet, welche 
Mikrokanale besitzt, durch die die Proteinlosung gepumpt wird, und I auf d.e zu 
untersuchende Membran trifft. Das Ziel der Beschichtung der Membranen .n 
diesem Dokument ist gerade die Ansammlung der Proteine zu verme.den. Daher 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 




J 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
/ PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/07306 



ist dieses Dokument nicht dazu geeignet, die erfinderische Tatigkeit der 
Verfahrens- und Verwendungsanspruche in Frage zu stellen (Artikel 33(3) PCT). 

IA: Die industrielle Anwendbarkeit ist gegeben (Artikel 33(4) PCT). 



Abschnitt VIII: 



1 ) Vorrichtungsanspruch 7 muB auf Anspruch 6 ruckbezogen werden, da es sich bei 
Anspruch 2 urn einen Verfahrensanspruch handelt. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



pct mhi^ 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

Le A 32 145-PC 



(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 P CT) 

siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 

RecheXnbe?ichts (Formblatt PCT/ISA/220) sow.e, sowe.t 
zutreffend. nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/07306 



WEITERES 
VORGEHEN 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

24/12/1997 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/01/1997 



Anmelder 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT et al 




Dieser internationale 



0 Blatter 

Recherchenbericht umfaGt insgesamt ^ ^ annten Unte rlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 



\%\ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem 



Q Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Q Mangelnde Einheitlichkeit der Er1indung(siehe Feld II). 

ri das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

H das vom Anmelder getrennt von der intemationalen Anmeldung vorge.egt wurde, 

□ «g^ 



| [ das von der intemationalen Reche 



rchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 



4 Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[7] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehrmgt. 

□ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 



[7\ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
□ wurde der Wortlaut nach Rege, 38.2b) in nach 
SS de 6 r r ^Z^est^ *™ S.ellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen 1st mit der Zusammenfassung zu vero.fentlichen: 

Abb Nr ] | W ie vom Anmelder vorgeschlagen 



^ weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
^ weil diese Abbildung die Ertindung besser kennzeichnet. 



[Y1 keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNA 



M_ER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/07306 



Nach der mt-rr-*'— P«t«ntklasslfikation (IPK) oder 



nach der "^""^n Klassifikation und derlPK 



*jzzzzz^*~~~~~ - «~ ~>- 



IPK 6 C07H G01N 



Recherche aber nich, zum Mindestprutstottgehorende Veroftent.ichungen, 



"aoweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der Internationale 



itiona.en Recherche konsultierte eiektronische Dat.nb.nk ,Na.ne der 



Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritfe) 



— . i a \A/ccF(jTLlCH ANGESEHENE UNTERLAGEN „ . ■ ■ — ~ 



Betr. Anspruch Nr. 



A 



WO 93 05390 A (GUZMAN NORBERTO A) 18-Marz 
1993 

in der Anmeldung erwahnt 

Ganzes Dokument; insbesondere Seite 2 

Absatz 2 und Abbildung 31. 

B0R0VETZ, HARVEY S. ET AL. " Protein 
adsorption in vitro onto biomater ai 
:,' fa L, covered with ULTI carbon 
BIOMATER MED DEVICES , ARTIF ORGANS 
(1982) 10(3), 187-203 C0DEN: BMD0AI;ISSN 

0090-5488, 

1982, XP002060277 
See abstract. 



1,6 



Weitere VeroHentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 

entnehmen 

• Besondere Kategorien von angegebenen Verotlentlichungen : 

- = d^^ 

■V Verot.entlichung.diegeeignet is. einen Pr^^ 

scheinen zu lasser , oder duroh die das Veroflen n 9 Msg% „ 
SX^tt^Snde^n Grund angegeben is, (w,e 

■O- vtroSlng, die sich autein. ' ™^ e ^SS& bezieh. 
eine Benutzung, erne Ausste Hung, ^^^idedaturn, aber nach 

Datum des Abschlusses der internationalen Reche rche 

7. April 1998 

Name und Postanschrifl der Internationalen Recherchenbehorde 
Name £uropaisches Patentam ,, P.B. 5818 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel 1+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Siehe Anhang Patenttamilie 
kann nicht als auf f^J^ mehreren anderen 

««-rtB» ,acM wird und 

diese Verbindung fur emen Fachmann naneitegenu ™ 
veroffentlichung, die M.tglied derselben Patenttamilie ,st 



"X 



"Y 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



24/04/1998 

Bevollmachtigter Bediensteter 

Rlolo, 0 



Formblatt PCT/1SA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 




ITERNATIONAL SEARCH REPORf 

information on patent family members 




Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



WO 9305390 A 



18-03-93 



international Application No 

PCT/EP 97/07306 



Patent family 
member(s) 



US 5202010 A 

AU 661241 B 

AU 2640192 A 

CA 2120251 A 

EP 0666980 A 

MX 9204974 A 



Publication 
date 



13-04-93 
13-07-95 
05-04-93 
18-03-93 
16-08-95 
31-05-94 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 




FAiEIN 1 CUOFEKA 1 ION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 





Applicant's or agent's file reference 

Le A 32 145-PC 



International application No. 

PCT/EP97/07306 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07H 1/08 



See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPE A/4 1 6) 



International filing date (day/month/year) 

24 December 1997 (24.12.1997) 



Priority date (day/month/year) 

08 January 1997 (08.01.1997) 




Applicant 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 




This international prehminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



au Axrwpypc; ip sheets of the description, claims and/or drawings which have 
(SruiS 70. 16 and Section 607 ofthe Administrative Instruction, unto the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3 . This report contains indications relating to the following items: 



VIII 



Basis ofthe report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 




Date of submission ofthe demand 

16 July 1998(16.07.1998) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 



Form PCT/DPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



Date of completion of this report 

02 February 1999 (02.02.1999) 




Authorized officer 

Komenda, P 
Telephone No. 49-89-2399-0 




I. Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets **n 
' under Article 14 are referred to in this report as "ongmalfyf.led and 



sheets which have been Juried to the receiving Office in response to aninv.tauon 
sheets w*k* ^ tg ^ ^ ^ ^ do n<jt contam amendmenls .). 



□ 



the international application as originally filed. 

l-3t , as originally filed, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

filed with the letter of 



the description, pages 

pages 
pages 
pages 



IEI 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

[ | the description, pages 

[ | the claims, Nos. 

[ | the drawings, sheets/fig 



4. Additional observations, if necessary: 



Statement 
Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-5, 7-12 



1-5, 9-12 



6, 7 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



Novelty 



1. 



2. 



BIOMAT . , MED. DEVICES, ARTIF. ORGANS (1982), 10(3), 
187-203 (Dl) shows a device in the form of a chip 
module (cf . Figure 1) with an embedded membrane, 
wherein 1-400 capillaries are adjacent ("10 etched 
microchannel conduits"). Consequently, Dl already 
discloses all the technical features of present 
Claim 6 (PCT Article 33(2)). Although the device in 
Dl operates according to the flow-through principle, 
Claim 6 does not outline any means for performing 
"electrokinetics". 

The closest international search report citation 
with respect to method Claims 1-5 is WO 93/05390. It 
describes a capillary electrophoresis method of 
analysis in which desired macromolecules accumulate 
in an intermediate capillary part in which there are 
glass beads coated by chemical means. The method as 
per Claim 1 differs from the above in that a 
membrane is used to collect desired macromolecules 
and is arranged in a microchannel (PCT Article 
33(2)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No, 
PCT/EP 97/07306 



This distinguishing feature can also be found in 
dependent Claims 2-5 and the use claims (PCT Article 

33 (2) ) . 



Inventive step 



1. 



Dependent Claims 7 and 8 appear to relate to 
subjects which are routine trade practice (PCT 
Article 33 (3) ) . 

The international search report citation Dl relates " 
to the adsorption of proteins onto membranes coated 
with carbon. A device is used to examine the 
membranes, which has microchannels through which the 
protein solution is pumped and hits the membrane to 
be examined. In this document the reason the 
membranes are coated is to avoid protein 
accumulation. Consequently, this document is not 
suitable for questioning the inventive step of the 
method and use claims (PCT Article 33(3)). 



Industrial applicability 

industrial applicability is established (PCT Article 



33(4) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



J [international application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PC T/EP 97/07306 



VIII. Certain observations on the international application 

The foliowing observations or, the c.aritv of the Cairns, description, and drawings or on the question whether the claims are fuUy 
supported by the description, are made: 

1. Device Claim 7 has to refer back to Claim 6 since 
Claim 2 is a methopl claim. 



PCT 



ANTRAG 



Dcr Uiucrzeiclmete bcantragU claB die vorltegende 
internaticmalc Anmeldung nach dem Vertrag ubcr die 
internatioualc Zusammenarbcit auf dem Gebtet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Voni Anmeldcamt aus7.ulullcn 



liuemationates Akicn/.eiehcu 



i * 

t 



liUciiKili()iu)lcs_Anincldcdiituiii g_ 



0 2. CI. 



-J 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktonzeichen des Anmelders oder Anwalts {falls gewunscht) 
(max. 12 Zcichen) Le A 32 145"PC BU 



Feld Nr. 1 BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

"El ek trok ine t i sche Probenvorbe re i tung ' 



Feld Nr. II ANMELDER 

2X S*S twkueLJ keiS Sum, des SHzes oder Wolms.izes <i W toi Mf.J 

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 

51368 Leverkusen, 

DE 



□ 



Diese Person ist 
gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: ^ 

0214 30 71166 



Telefaxnr.: 

0214 30 34 82 



Fenischreibnr.: 

85 101-265byd 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 





Diese Person ist Anmelder 
ftirfolgendeStaaten: 


[ 1 alio Bcstim- 
1 J mungssiaaien 


X 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 



—I alle Bcsiiinmuiigssuaicn mil Ausnahmc I I nur die Vereiniglen I | die '^^L^.^. 
X] jirVe^ I I Siaaicn von Amcnka 1 1 angegebenen Staaien 



Feld Nr. Ill WE IT ERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Anmetders. sofcrn nachstehetul kern Staat des Sttzes oder WolmstUes an^eoen isl, 

J23 2ucJ!(Jenn Placsi 
^SJ^A, US ft 



Durr, Hans j org 
Luiaenatir . — 23a- 
D 51300 Durochcid 
Hp r 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|y [ Anmelder urd Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastclien 
ensekreuzt. so stud die nackstehenden 
Angobeit nicht notig. ) 



(ui i ^ " 

fx] Weiiere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV AN WALT ODER GEMEINSAM ER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 

lelderl 1 AnwaU 
n als: I I 



ni* Motndt Person wird hiermit bestellt/ist besiellt worden. um fur den (die) Anmelder 
vo? den zu«S Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln ah: 



LU 



gemeinsamer 
Vertreter 



Name und Anschrift: $^£5^ * 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 
51368 Leverkusen, DE 



Telefonnr.: 

0214 30 71166 



Tele fax nr.: 

0214 30 34 82 



Fernschreibnr.: 

85 101-265byd 



Q Dieses Kastchen ist anzulaeuzen. wenn keir . AnwaU oder gemeinsamer Vertreter besteth «»t und s«a« dessen im obigen Feld 



eine spezielte Zustellanschrtft angegeben ist 
FoTmblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Januar 1997; Nachdruck Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformula 





Ijb A 3*2 145-PC 

Blatt Nr 2 

ForLscttun* von Fcld Nr. Ill WE1TERE ANMELDER UNO/ODER (WKITERK) KRK1NDER 



Wird keincs dhr folgenden Folder bcnutzt, so ist dieses Matt dem Antrag nicht beizufiigen. 



N-Hiw und AnschritV (Familienname. Vomame: bci juristischen Personen volhtandige amtbche 
Wcttic BW ' ct /\ ryr^n// „W <fe Postleitzahl and der Name des Stoats anutgei>en. Her 
bill esc m %hl i i der Anschnft anwbene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsttzes des 



Brtiggemeier, Ulf 
20 Apple Way 

Madison, Connecticut 06443 
US 



Diese Person ist: 
| | nur Anmeldcr 

| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfindcr (Wird dieses Kcistchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angahen nicht nbi'tg. ) 



S taatsangehbri gke i t (Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
US 



irr~| nur die Vercinigtcn I | die im Zusatzfeld 
[A 1 Siaaien von Amcrika 1 I angegebenen Siaaten 



Nime und Anschriff (Familienname. Vomame; bei juristischen Perspncn volistdndige amtlichc 
B^WrS sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzuueben. Der 

in de se n'fell ' in % MsX^ Staat ist <'f *? fl / d ? S SltZ€S ^m" des 

%imefders, so/em nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsttzes angegeben tst.) 



Dierksen, Karsten 
Neunkircher Str. 16 
D 51107 Koln 
DE 



Diese Person ist: 
[ | nur Anmetder 

|X | Anmelder und Erfindcr 

□ nur Er finder (Wird dieses Kiistchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angahen nicht notig.) 



S taatsangeho rigke i t (St aat ) : 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staa 
DE 


t): 




Name und An^hritY (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amthche 
fi^WWmtme S cr A SS sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
hi die*e Tfclt ' in derAni^ Staat ist der Staat des Sttzes oder Wofinsitzes des 
Zunelders sofcrn nachll^ni keiS Staat des Sitzes oder Wolmsitzes angegeben ist.) 

Hehnen, Hans -Robert 

Am Trerichsweiher 19 . / 

D 53721 Siegburg L/ . 

DE 


Diese Person ist: 
\ \ nur Anmeldcr 

|X~] Anmeldcr und,Erfinder 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses Kiistchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angahen nicht notig. ) 


Staatsangehorickeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Die.^e Person ist Anmelder 
fur folsendeStaaien: 



□ alle Be slim- I 1 alle Bestimmungsstaalon mil AuMiahme 
mungsstaatcn | 1 der Vereinigten Siaaten von Amenka 



Name und Anschriff (Familienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amtliclie 

sind die Postleitzahl und der Name des Stoats 
l C 1iiesZ %ldm %tos%hr{fi angetebene Staat ist d " 
Amnelders. sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnstt.es angegeben tit.) 



Neumann, Rainer 
Olefstr. 11 
D 50937 Koln 
DE 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| xj Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kcistchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Diese Persortist Anmelder | | alle Bestim- 



fiir folgende Siaaten: 



□ 



mungsstaaien 



□ alleBesiimmungssiaaienmit Ausnahme ! I nur die 
der Vereinigten Siaaten von Amenka LZJ Siaaien 



nur die Vereinigten j I die 
vonAmerika I I artg 



die im Zusatzfeld 
egebenen Siaaten 



Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erf.nder sind auf einem zusitelichen FonseaungsbUn angegeben. 
FormblattPCT/RO/101 (Fortsetzungsblau) (Ja nuar .997; Nachdruck Ju»i 1997) Siehe Anmerkungen z„ diese,* An.rcgsfornu.lar 



Le A 32 145-PC 



Blatl Nr. 



Fortsctzung von Fctd Nr. Ill WE1TERE ANMELDER UNP/ODER (WEITERE) KRFINDF.R 



Wird kcines der folgendeu Felder benutU, so ist dieses Malt dem Anlrag nlcht beizufiigen 



Iwlcldcrs ^n l£ek*Kh*J kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzcs an^eben U /J 

Kuckert, Eberhard 
Am Scherfenbrand 67 
D 51375 Leverkusen 
DE 



Dicsc Person ist: 
| | nur Anmcldcr 

Anmeider und Erfinder 

nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angabennichtnotig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsiiz (Staat): 
DE 



Diese Person tst Anmeldcr 
fur foteende Staaten: 



□ allc Bcstim- 
mungssLaatcn 



atle Bestimmungsstaatcn mit Ausnahmc 
dcr Vereinigten Staaten von Amenka 



nur die Vereinigten 
Staaten vnn Amerika 



die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: f f 



Diese Person ist: 
| | nur Anmeider 

| | Anmeider und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
'Angabennichtnotig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Diese Person ist Anmeider | [ a lle Bestim- 



furfolgende Staaten: 



mungsstaaten 



□ alle Bcstimmungsstaaten mit Ausnahmc I I rv 
der Vereinigten Staaten von Amenka | 1 S 



nur die Vereinigten 
taaten von Amerika 



die imZusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Diese Person ist: 
| | nur Anmeider 

Anmeider undjirfirider 

nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
cmgekreuzt. so sind die nachstehenden 
Atigabennichtnotig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Diese Person ist Anmeider j l 
fur folgende Staaten: 1 I 



alle Bestim- 
mungssiaatcn 



r—l alle Beaimmunswmiwn mil Ausnrtme 1 I "" r *^" i fe 3 Q S«lrT e SS?S«lcn 
| J der Vereinigien Siaalen von Amenka 1 1 Suaten von Amenta i 1 



Name und Anschrift: 

Anmchters. sofem nachstehend kein Staat des Sitzes Oder Wolwsit^es angegenen } 



Diese Person ist: 
| ) nur Anmeider 

Anmeider und Erfinder 

nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreitzt. so sind die nachstehenden 
Atigabennichtnotig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsiiz (Staat): 



Diese Person ist Anmeider 
fur folgende Staaten: 



alle Bestim- 
mungsstaaten 



nalle Bestimmungsstaaien mit Ausnahmc ( I nur die Vereinigten 
dcr Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amenka 



r~~"| die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



|-| Weitere Anmeider und/oder (weitere) Erfinder sin d auf einem zusatztichen Fonsetzangsblatt angegeben. 

JrzL . ■ QQ Siehe Anmerkungen ztt diesem Ant rags] 'annular 

Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 



Fcld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATE 



Blatt Nr. 




Die folgenden Bestimmungen nach Rcgel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgcnommen (blue die entsprechenden Kastchen ankreuzen- wenisstens 
ein Kastchen mufl angckrcuzt wcrdcn): ' 6 

Regionalcs Patent 

AP ; ARIPO-Patcnt: GH Ghana. KE Kenia, LS Lesotho. MVV Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland, UG Uganda 
'° ZW Simbabwe tind jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

d EA Eurasisches Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan. KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

[JO EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE .Deutschland 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finland. FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IE Irland, IT 
Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande. PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat/der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist f 

Bfl. OA O API-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik. CG Kongo,' CI Cote d'lvoire 
CM Kamerun, GA Gabun. GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal. TD Tschad. TG To^o 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsdrt oder ein sonstiges 
Verfahren gewiinscht wird, bitte auf der gepimfcteten Unie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechisart oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird, bitte auf der gepunkteten Unieangeben): 



153 

® 

53 

m 

m 

m 
5a 

m 

ta 

a 
■ la- 
ta 

H 
X] 

w 
m 

E 
E 

ra 
m 



AL Albanien 

AM Armenien 

AT Osterreich 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BG Bulgarien " 

BR Brasilien 

BY Belarus 

CA Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

Kuba 



CU 
CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
GH 
HU 
IL 
IS 
JP 
KE 
KG 
KP 



H 

D3 

ca 

53 

H 

El 

ta 

13 
51 

ta 

ta 

Tschechische Republik 

Deutschland BQ 

Danemark " H 

Estland E 

Spanien [2 

Finnland [J] 

Vereinigtes Konigreich H 

Georgien [2 

Ghana El 

Ungarn . . . y [ . _ * g| 

Israel H 

Island g] 

Japan H 

Kenia 

Kirgisistan J£) 

ta 

HI 

H 



LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehematige jugoslawische Republik 

Mazedonien t . . . . 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei , 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan * 

TR Tiirkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda . . .„ 

US Vereinigte Staaten von Amerika .... 



Demokratische Volksrepublik Korea 



KR Republik Korea 
KZ Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 

Litauen 



LC 
LK 
LR 
LS 
LT 
LU 



UZ Usbekistan ....;/. 

VN Vietnam 

YU Jugoslawien 

ZW Simbabwe 

Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts. be/igetreten ,sind- . . ,^ 

rjj und alle c^j^gen Lander, die em ArmaLdetag 
□ dmj^.teigete^ 
ID Indonesien 



Luxemburg T~l 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle andecen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von __ [ [ . 

Der Anmelder erklart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung erfolgtdurch die Einreichung einer Mitteitung, in der diese Bestimmung angegeben wird. 
und die Zahlung der Bestimmungs- und der Bestat'tgungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von IS Monaten eingehen.) 



ormblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Le A 32 145-PC 




Blatt Nr. . . 5 • • 




Zusatzfeld Wird dieses Zusatzfeld nicht benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 



Dieses Feld ist infolgenden Fallen auszufUllen; 

I. Wenn derPlatz in einem Feld nicht fur alle Angaben 
ausreicht; 

insbesondere: 

i) Wenn mehr als drei Anmelder undi oder Erfinder 
} vorhaklen sind und kein Fortsetzungsblatt zur 
Verfugung stent: 

i/i Wenn in Feld Nr. // oder III die Angabe "die im 
° Zusatzfeld angegebenen Staaten' angekreuzt ist: 



Wenn der in Feld Nr. It oder III genannte Erfinder 
* ode Erfinderl Anmelder nicht fur alle Bestim- 
mungss/aaten oder fur die Vereinigten Staaten von 
Amerika als Erfinder benannt ist: 



iv) 



Wenn zusatzlich zu dem Anwaltiden Anwdlfen^Um 
Feld Nr:/Vangegeben sind, weitere Anwalte bestellt 
sind: t 

vJ Wenn in Feld Nr. V bei einem Stoat (oderbei OAFl) 
} die Angabt "Zusatzpatenf . "Zusatzzertifikat' oder 
"Zusatzerfinderschiin" oder wenn nFeld NnV to 
den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe 
fortsetzung" oder "Teilfortsetzung" hinzugefugt 

wird: 

v/l Wenn die Prioritat von mehr ah drei fruheren 
Anmeldungen beansprucht wird: 



dem FM vorgesehen, das platzmWig nicht ausreicht; 

mach'en. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung ™n Fe l dNr IV\ 

fur die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

In diesem Fall sind mir dem ^me^For^ 

filr die die bezeichnete Person Erfinder ist. 
/Vr./V vorgesehen. 

anmeldung anzugeben. 
Feld Nr. VI vorgesehen. 



2 Wenn der Anmelder fur irgendeinBestimmungsamt 
die Vergunstigung nat&naier Vorschnften betreffend 
unschilucL S Offenb a rung oder Ausnahmen von der 
Neuheitsschadlichkeit in Anspruch mmmt. 



Fortsetzung von 



Feld Nr. IX. 



1) 



Hansjorg 



Diir: 



3) 



5) 



Karsten Dierksen 
Rainer Neumann 



IndiesemFaUist^demVermer^ 

Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuneitsscna* 

nichstehend diese Erklarung abzugeben. 



Ulf /prug 



4) 




6) 



Hans -Robert Hehnen 
Eberhard Kuckert 



Formblatt PCT/RO/101 (Zusattblatt) (Juli 1993) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Le A 32 145-PC 




Blatt Nr. -6 




Fclcl Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Wcilcre Priori latsanspriiche sind itn Zusatzfeld angcgebcn. | | 



Die Prioriliil tier folgenden fruheren Anmeldung(en) wire! hicrmil beansprucht: 



Siaat 

{Antnelde- odcr Hcstimmungssiaat 
dcr Antnetdung) 


AnmcldedaUim 

(7* tui/Motuit/Joht') 


Aklcn/cichcn 


Anmcldeamt 1 

( nur bei regit male r nder 1 
internationater Anmeldung ) 


( 1 ) _ _ 

DE 


(08.01.97) 
8. Januar 1997 


197 00 364.8 




(2) 








(3) 




* 





Illl.Hl •>« PI HM... ».. V W iT" f 

Aninvhleiuni ist (cine Gebithr kann verlangf werden}: t 

□ Das Anmcldeamt wird hiermit ersucht, cine beglaubigte Abschnft dcr oben in Zeile(n) . 
bezeichneten fruheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem lnternationalen Buro zu iihermitteln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



VVahl der lnternationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind z*ei oder mehr Internationale 
Reclwrchenbehordenfurdic intemationale Recherche zustdndig, ist der Name dcr Behordeanzugehen, 

die die Internationale Recherche durchfiihren soil: Zweilmchstaben-Code geniigt): 10 A / 

Friihcre Recherche: Auszufullen. wenn eine Recherche (intemationale Recherche. Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bvidlrtotem^ beantrant oder von ihr durchgefuhrt warden ist unddiese Behbrdc mm ersucht mrd die mtemattonale 

Rec^ Ergebnisse efner solchen fruheren Vecherche zu stiitzen Die Recherche oder der Recherchenantrag tst durch 

Angahe der betrejfenden Anmeldung (hzw: tleren Vbersetzung)oderdesRecherchenantragszubeze\cl\nen. 
Staal (oder regionales Ami): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktenzeichcn: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese intemationale Anmeldung umfaLU: 



1 . Antral 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnuncen 



Insgesamt 



6 Blatter 

31 Blatter 

2 Blatter 

]_ Blatter 

8 Blatter 

4 8 Blatter 



Dieser internaiionalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

. | I Unterzeichnete gesonderte 5 K7~| Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

l * I I Vollmaeht l^-J 

9 | 1 Kopie der allgemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 

2 " L_l Vollmaeht 1—1 le ? ten Mtkroorganismen 



3 



1 1 Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 

| I der Uiiterschril't ' 1 und/oder Aminosauren (Diskette) 



4. [~T] Prioritatsbeleg(c) {durch 8. DC! Sonstige (einzeln aujfiihren): 

H c ^j l < ,llllll ""."f r von Feld ^uckschriftenbestelliirig 

Nr. VI ketinzx'tchnen): , ' , _ . 

lAbbuchungsauftrag 



Abbi Idung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANM ELDERS ODER PES AN WALTS 

Der Nantejeder unterzeichnenden Person ist nehen der Unterschrift ztt wiederlwlen, und es ist anzitgeben. sofern sich dies nicht eindeutig aus dem Ant rag 
ergibt. in uelcher Eigenschaft die Person imtetzcichnet. 



BAYER AKTI ENGESELLSCHAFT 




Weitere Unterschriften 
s . Blatt 5 



Dr. Schauerte 



Dr. Burkert 



Vom Anmeldeamt auszufullen 



I. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 



lnternationalen Anmeldung: 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraghch, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser lnternationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 



2. Zeichnuneen 

□ 



einge- 
gangen: 



□ 



nicht ein- 
gegangen: 



6. I I Obermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
I I Zahlung der Recherchengebiihr aufgeschoben 




lnternationalen 

Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Ant ragsf annular 



pu/lp y//u/jjub 



A KLASSIFI21ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

I'PK 6 C07H1/08 G01N33/50 



Mach de r Internationalen Patentkla ssifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifik'ation und derlPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbote ) 

IPK 6 C07H G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoft gehdrende Verotlentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete (alien 



Wan rend 



der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kateqorie' 




Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WO 93 05390 A (GUZMAN N0RBERT0 A) 18.Marz 
1993 

in der Anmeldung erwahnt 

Ganzes Dokument; insbesondere Seite 2 

Absatz 2 und Abbildung 31. 

B0R0VETZ, HARVEY S. ET AL: "Protein 
adsorption in vitro onto biomaterial 
surfaces covered with ULTI carbon" 
BIOMATER . , MED. DEVICES, ARTIF. ORGANS 
(1982), 10(3), 187-203 CODEN: BMD0AI;ISSN 
0090-5488, 

1982, XP002060277 
See abstract. 



Betr. Anspruch Nr. 



1,6 



□ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 

Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Otfenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Siehe Anhang Patentfamilie 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 
"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein autgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann nahetiegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselbenPatenttamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

7. April 1998 

Name und Postanschrift der internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



24/04/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Riolo, J 



Formblatt PCT/1SA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



/ 



Angaben zu VeroHentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehbren 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



WO 9305390 A 



Datum der 
Veroffentlichung 



18-03-93 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/07306 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 

US 5202010 A 

AU 661241 B 

All 2640192 A 

CA 2120251 A 

EP 0666980 A 

MX 9204974 A 



Datum der 
Veroffentlichung 

13-04-93 
13-07-95 
05-04-93 
18-03-93 
16-08-95 
31-05-94 



Fomnblatt PCT/1SA/210 (Anhang Patentfamifie)(Juli 1992) 



PCT 



WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUS AM MEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 ; 

C07H 1/08, G01N 33/50 



Al 



(11) Internationale VerofTentlichungsnummer: WO 98/30571 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



16. Juli 1998 (16.07.98) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeidedatum: 



PCT/EP97/07306 

24. Dezember 1997 
(24.12.97) 



(30) Prioritatsdaten: 

197 00 364.8 



8. Januar 1997 (08.01.97) 



DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): BAYER 
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(54) Title: ELECTROKINETIC SAMPLE PREPARATION 



(54) Bezeichnung: ELEKTROKINETISCHE PROBEN VOR BEREITUNG 



(57) Abstract 



The invention concerns a method which enables macromolecules (nucleic acids, proteins, viruses and bacteria) to be isolated from 
biological materials, such as blood, serum, fluid, urine, plants, cells, supernatant liquor from cells, etc. and preparations thereof, concentrated 
and rendered accessible to analysis. The macromolecules are first electrokinetically concentrated in a flat duct on a membrane. The 
concentrated macromolecules can be transferred electrokinetically via a transfer duct into an analytical micro-duct for further processing. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Errindung betrifft ein Verfahren, daB es erlaubt, MakromoIekUlc (Nukleinsauren, Proteine, Viren und Bakterien) 
aus biologischen Materialien, wie Blut, Serum, Liquor, Urin, Pflanzen, Zellen, Zelluberstanden etc. und Aufbercitungen daraus, zu 
isotieren, aufzukonzentrieren und analytisch zuganglich zu machen. Die MakromolekUle werden zunUchst in einem Flachkanat an einer 
Membran elektrokinetisch aufkonzentriert. Die aufkonzentrierten Makromolekule konnen eiektrokinetisch iiber einen Transferkanal in einen 
analytischen Mikrokanal zur weiteren Prozessierung OberfUhrt werden. 
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Elektrokinetischc Prohenvorbereitung 

Biologische Makromolekule wie z.B. Proteine und Nukleinsauren, aber auch kleine 
Teilchen wie Viren und Bakterien sind sowohl diagnostisch, als auch fur die medizi- 
5 nische Forschung, von groBer Bedeutung. 

Die etablierten Verfahren zur Charakterisierung dieser Substanzen aus biologischen 
Matrizes sind z.T. sehr aufwendig. So wird beispielsweise fur Nukleinsaure-Analysen 
die Target-Nukleinsaure isoliert, anschliefiend amplifiziert und mit einem geeigneten 
10 Analysenverfahren ausgewertet. Die Isolierung ist zeitaufwendig und schwierig zu 
automatisieren. Um ausreichende Mengen Nukleinsaure fur die etablierten Analysen- 
verfahren zu erhalten, muB die Nukleinsaure in einem weiteren Schritt durch Ampli- 
fikation vervielfaltigt werden. Breitere Anwendung hat hier bisher nur die Polymerase 
Kettenreaktion (PCR) gefiinden. 

15 

Mit der „Elektrokinetischen Prohenvorbereitung" kann die gesamte Nukleinsaure- 
Analytik von der Isolierung bis zur Auswertung, auch unter Vermeidung der zusatz- 
lichen Amplifikation, mit bisher nicht gekannter Schnelligkeit und Automatisierung 
durchgefuhrt werden. 

20 

Aufreinigung und Diagnose von Proteinen 

Da unterschiedliche Proteine individuelle physikalische Eigenschaften haben, gibt es 
25 keine universell anwendbaren Verfahren zur Aufreinigung. Anwendung finden uber- 
wiegend chromatographische und elektrophoretische Verfahren, Fallungen, Ultrafil- 
tration, Ultrazentrifugation und die GroBenausculufieliromatographie (Doonan, S. 3 
Methods Mol. Biol. t 1996, 59, Totowa, N.J., Humana, 1996, 405ff). Fur diagnosti- 
sche Anwendungen haben sich immunologische Verfahren durchgesetzt, die das 
30 Zielprotein liber spezifische Antikorpererkennung nachweisen. 
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Aufreinigung und Diagnose von Nukleinsauren 

Um aus biologischen Material, fur diagnostische Anwendungen, Nukleinsauren zu iso- 
lieren, sind, je nach BeschafFenheit des Materials, unterschiedliche AufschluBverfahren 
5 und anschlieBende Reinigungsverfahren notig. Dabei mufi wiederum gewahrleistet 
sein, daB die zu isolierende Nukleinsaure nicht zerstort wird. Insbesondere RNA kann 
leicht durch ubiquitare RNAsen degradiert werden, so daB der Zusatz von Inhibitoren 
fur diese storenden Enzyme notig ist (Walker, J.M., Methods MoL Biol., 1984, 2, 
Clifton, N.J., Humana, 1984, 1 13ff). Im folgenden werden die zur Zeit ubiichen Ver- 
10 fahren umrissen: 

Ein einfacher Fall fur die Gewinnung von Nukleinsaure ist die Isolierung aus einer 
reinen Bakterienkultur: Im Falle von E. coli setzt alkalische Lyse die Nukleinsaure 
frei; nach Zentrifiigation und Neutralisation kann dieses Rohprodukt direkt fur PCR 
15 Ansatze verwendet werden (Rolfs, A. et aL PCR: Clinical Diagnosis and Rese r.Vh, 
Berlin, Springer, 1992). 

In der Regel ist das Probenmaterial fur die medizinische Diagnostik aber heterogener 
aufgebaut; Blut, Urin, Liquor, Abstrichmaterial, Sputum, Gewebeproben, Faeces, z.B. 
20 verlangen nach spezifischen AufschluBmethoden, die wiederum je nach Fragestellung 
(Detektion von Bakterien, Pilzen, Viren oder genomischer Nukleinsaure aus dem 
Tragerorganismus) modifiziert werden miissen. 

Nachfolgend eine kurze Zusammenfassung der gangigsten Aufreinigungsverfahren fur 
25 diese Proben: 

Phenolextraktion der Nukleinsaure mit Proteinase K-Behandlung. 

Retardierung der Nukleinsaure an Membranfilter; wird aufgrund der Verstopfungs- 
30 problematik nur fur vorgereinigte Proben oder gering belastete Proben - wie Urin - 
angewandt. 
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Festphasen, an die Nukleinsauren gebunden werden konnen, ermoglichen Trennungen 
von Stor- und Begleitsubstanzen durch Waschschritte. Beispiele hierflir sind: a) Ab- 
sorption an Glasmilch in Natriumjodidpuffer (Maiwald, M. et al., BlOforum 1994, 17, 
232-237.). b) Anlagerung der negativ geladenen Nukleinsaure an schwach basische 
5 Polymere (EP 0707077 und US 5434270). c) Zellulosematrizes zur direkten Absorp- 
tion von Blut, worauf dann alle Behandlungsschritte inklusive Nukleinsaurefreisetzung 
und Aufreinigung erfolgen. (Del Rio, S.A. et al. Biotechniques, 1996, 20, 970-974). 
d) Silicamikropartikel, welche auch in Membranen eingebettet sein konnen, kdnnen 
ebenfalls zur Nukleinsaure-Aufreinigung eingesetzt werden (WO 95/34569). Ionen- 
10 austauschermembranen (US 832284) oder chemisch modifizierte Silica-Phasen (EP 
0648777) gehoren ebenfalls zu dieser Gruppe. 

Es sind auch Elektroelutionsapparaturen im Markt (z.B. von Biometra), urn 
makroskopisch Proteine, Nukleinsauren oder Viren aus Gelen zu extrahieren (EP 

15 380357). 

Urn ausreichende Mengen an Nukleinsaure zu erhalten, schlieGt sich an die Isolierung 
der Nukleinsauren iiblicherweise ein Ampflifikationsschritt an (EP 229701). 

20 Ansatze zur Automation der Nukleinsaure-Analytik gibt es in Form der Anionenaus- 
tauschchromatographie und der Nukleinsaure-Adsorption mit Pipettierrobotern 
(BioRobot von Quiagen). In einem japanischen Patent wird die Nukleinsaure in einer 
Kapillare immobiiisiert, urn darin die Amplifikation durchfiihren zu konnen (JP 
7107962). 

25 

Aufreinigung und Diagnose von Viren 

Viren werden iiblicherweise mit folgenden Verfahren isoliert und aufkonzentriert: 
30 Uitrazentrifugation, Elektroextraktion, GroBenausschluBtrennung, Affinitatschroma- 
tographie und Fallung (Poison, Alfred, Prep. Biochem., 1993; 23, Dekker, New York, 
N. Y., 1993). Fur diagnostische Zwecke werden entweder immunologische Verfahren 

3 
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auf die Proteinhulle oder nukleinsaureanalytische Verfahren nach Freisetzung der 
viralen Nukleinsauren eingesetzt. 

5 Aufreinigung und Charakterisierung von Bakterien 

Bakterien werden ublicherweise durch Austreichverfahren auf Nahrmedien vereinzelt 
und hochgezogen. Fur die Isolierung und Charakterisierung stehen immunologische 
Verfahren - z.B. durch Fluoreszenzmarkierung - , Nukleinsaurebestimmungsmethoden 
] 0 - nach Zellyse - zur Verfugung. 

Alle Verfahren, unabhangig vom Makromolekiil, sind zeitaufwendig, beinhalten 
zahlreiche Verdunnungsschritte und gewahrleisten haufig nicht die Abtrennung von 
Storfaktoren. Im nachfolgenden soil der technische Stand der Mikrokanaltechnologie 
1 5 und der amplifikationslosen Nukleinsaure-Analytik kurz skizziert werden. 

Mikrokanale 

20 Die Kapillarelektrophorese ist eine relativ junge analytische Trenntechnik (St.Claire 
R.L., Anal. Chem. 1996, 68, 569R-586R). Das Prinzip beruht auf der Trennung von 
Analyten in einer elektrolytgefiillten Kapillare durch Anlegen eines Hochspannungs- 
felds zwischen den Kapillarenden. 

25 Kapillarelektrophoretische Analysenverfahren werden seit mehreren Jahren zur Ana- 
lyse von biologischen Makromolekulen wie Proteinen (WO 93/22665), Nukleinsauren 
(Heller, C, J. Chromatogr. A, 1995, 698, 19-31) und neuerdings auch Viren (DE 
4438833) eingesetzt. Die Detektion erfolgt entweder direkt mit UV oder mittels Flu- 
oreszenzdetektion nach Markierung der Makromolekule (Pentoney, S.L., Jr., et al. 

30 Handbook of Capillary Electrophoresis, S. 147, Landers, J.P. (Ed.) Boca Raton, CRC 
Press, 1994). Fast alle Geratehersteller bieten Analysenkits fur die Nukleinsaure- Ana- 
lyse mit der CE an. Seit 1995 gibt es auch einen vollautomatischen Nukleinsaure- 

4 
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Analysator auf Basis der CE, den ABI Prism 310 von Perkin-Elmer (Applied 
Biosystems). Die Injektion der Nukleinsaure in die Kapillare erfolgt ublicherweise 
elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung. Die elektrokinetische Aufgabemenge 
ist aber limitiert, da sonst Peakverbreiterung und Probendiskriminierung auftritt 
5 (Butler, J.M., et al. 1 Chromatogr. B, 1994, 658, 271-280). 

Durch Einfuhrung der laserinduzierten Fluoreszenzdetektion in die Kapillarelektro- 
phorese (St Claire R.L., Anal. Chem. 1996, 68, 569R-586R), die von Beckman auch 
bereits kommerzialisiert ist, gelang eine deutliche Empfindlichkeitssteigerung. Damit 
10 lassen sich auch intakte Viren mittels CE analysieren (DE 4438833). Proteine konnen 
nur nach spezifischer Modifikation mit Fluoreszenz detektiert werden. 

Aufkonzentrierung im Mikrokanal 

15 

Ein prinzipieller Nachteil der CE ist das geringe Injeicuonsvolumen, das nur wenige 
Nanoiiter betragt. Es gibt eine Vielzahl von Versuchen diesen Nachteil zu kompen- 
sieren (St.Claire R.L., Anal Chem. 1996, 68, 569R-586R). Dazu gehoren isotacho- 
phoretische Aufkonzentrierung und Stacking die beide zu einer Fokussierung der Pro- 

20 benbestandteile im Injektionsvolumen flihren. Von Guzmann wurde 1 993 eine spezi- 
fische Festphasenadsorption in der Kapillare zur Probenaufkonzentrierung zum Patent 
angemeldet (WO 93/05390). Durch spezifische molekulare Wechselwirkung werden 
spezielle Verbindungen einer Probe festgehalten oder durchgelassen. Eine Weiterent- 
wicklung dieser Verfahren wurde von Tomlinson et al. mit der membrane 

25 preconcentration capillary electrophoresis gemacht (Tomiinson, A.J., et al. J. High 
Res. Chromatogi'. 1995, 18, 381-383). Durch Einfuhren einer 
Umkehrphasenmembran in die Kapillare werden lipophile Probenbestandteile in einer 
Festphasenextraktion in der Membran festgehalten, anschlieBend mit einem organi- 
schen Losungsmittel durch die Membran eluiert und kapillarelektrophoretisch ge- 

30 trennt. 
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CE-Chips 

Capillary Array Electrophoresis wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen, hauptsach- 
lich fur die Nukleinsaure-Sequenzierung, entwickelt und zum Teil auch zum Patent 
5 angemeldet (WO 96/04547). In photolitographisch hergestellte Mikrokapillarsystemen 
wurden fluoreszierende Molekiile spannungsabhangig gesteuert und analysiert. 

Ebenfalls auf Basis der Chiptechnologie wurden Mikromaschinen patentiert, die durch 
ein Netzwerk von Kanalen und elektrischen Schaltern eine Prozessteuerung von Lo- 
10 sungen zu synthetischen oder analytischen Zwecken moglich macht (WO 96/1 5450). 

Amplifikationsfreie Nukleinsaure-Analysen 

1 5 Auf Basis der hohen Empfindlichkeiten der Fluoreszenzdetektion wurde die Durch- 
fluBzytometrie zur single molecule detection zum Patent angemeldet (WO 90/14589). 

Die Fluoreszenzkorrelations Spektroskopie wurde ebenfalls fur biologische Scree- 
ningverfahren iiber single molecule detection eingesetzt (EP 731173). Auch High 
20 Throughput Nukleinsaure-Sequenzierung wird auf Basis dieser Technologie be- 
arbeitet (Harding, ID, et al. Trends in Biotechnology, 1992, 10, 55-57). Diese Ver- 
fahren beruhen auf dem Nachweis eines einzelnen Fluoreszenzmolekiils in einem sehr 
kleinen Volumenelement. 

25 Mit der vorliegenden Erfmdung sollte ein automatisiertes Verfahren entwickelt wer- 
den, das es erlaubt Makromolekule (Nukieinsauren, Proteine, Viren und Bakterien) 
aus biologischen Materialien, wie z.B. Blut, Blutplasma, Serum, Liquor, Urin, 
Gewebeproben, Pflanzen, Zellen, Zelluberstanden etc. und Aufbereitungen daraus, zu 
isolieren, aufzukonzentrieren und analytisch zuganglich zu machen. 

30 

Der zentrale Bestandteil des Probenvorbereitungsmoduls ist ein thermostatisierbarer 
Mikrokanal mit einer eingebrachten Membran. Dieser, mit einer leitenden Flussigkeit 
gefullte Kanal, steht auf beiden Seiten in Kontakt mit auswechselbaren oder fest 
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installierten GefaBen, Durch das Anlegen einer Potentialdifferenz zwischen den 
ProbengefaBen konnen geladene Molekule elektrophoretisch mobilisiert werden. 
Durch die Moglichkeit eine Druckdifferenz anzulegen kann zusatzlich ein laminarer 
FluB im Mikrokanal erzeugt werden. Eine vereinfachte schematische Darstellung 
befindet sich in Fig. 1-5. 

In einem Mikrokanal (1) wird eine Membran (2) eingebracht die geeignet ist das 
gewunschte Makromolekul zuriickzuhalten. Durch Anlegen einer Druckdifferenz (6) 
und/oder einer Spannung (5) an die Enden des Mikrokanals (3,4) wird ein Teil der 
Probe in den Kanal injiziert (Fig. 1). Die Injektion wird so lange fortgesetzt bis sich 
eine ausreichende Menge des gewunschten Makromolekuls im Mikrokanal befindet. 
Durch die Kombination der Parameter pH-Wert, Membraneigenschaften, Beschaffen- 
heit des Mikrokanals, Polaritat der Spannung und Richtung des Druckgradienten kann 
die Injektion auf das gewunschte Zielmolekiil abgestimmt werden, so daB entweder 
nur das gewunschte Makromolekul in den Kanal gelangt oder durch die Membran 
festgehalten wird. 

Der Mikrokanal hat einen Innendurchmesser von 10 - 100 (am und eine Gesamtlange 
von 3 - 50 cm. Der Mikrokanal wird aus einem elektrisch nichtleitendem Material wie 
Polymer, Keramik, Glas oder Quarz gefertigt. Es sind prinzipiell alle synthetischen 
Polymere geeignet. Das Polymer muB inner! gegeniiber den eingesetzten 
Pufferlosungen sein und ist idealerweise durchlassig fur optische Detektionsverfahren 
(z.B. Polycarbonat, Polyesteracrylat, Polymethacrylat, Polyurethan, Poiyacrylamid) 
aber auch PTFE ist geeignet. Urn giinstige Oberflacheneigenschaften zu erhalten kann 
der Kanal innen mit einem Polymer beschichtet werden (z.B. Poiyacrylamid, Silanol 
oder Polyvinylalkohol). 

Unabhangig vom Typ des untersuchten Makromolekuls konnen Membranen einge- 
setzt werden die nach dem GroBenausschluBprinzip arbeiten (Ultrafiltrationsmem- 
bran). Der GroBenauschluBbereich muB der MolekulgroBe des Makromolekuls ange- 
paBt werden. Die Spannweite der Membranen reicht von Mw 3000, fur kleine 
Proteine oder Nukleotide, uber GroBenausschluBbereiche im unteren nm-Bereich, fur 
grofie Nukleinsauren und Viren, bis hin zu 0,45 mm, fur Bakterien und Zellen. Bei 
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den Membranen handelt es sich um mikrostrukturierte Polymere, vorzugsweise um 
Polyethersulfon (PES), Polyester, vliesgestutztem Acrylpolymer, Polytetrafluorethylen 
(PTFE), Polysulfon, Polypropylen (PP), Glasfaser, Nylon oder Polycarbonat. 
Zusatzlich konnen lonenaustauschmembranen und Adsorptionsphasen eingesetzt 
5 werden. Die Wahl dieser Membranen richtet sich aber nach der Art des 
Makromolekuls und wird daher individuell behandelt. 

Nach optimalem Wechsel des ProbengefaCes (3) gegen ein KonzentrationspufFergefaB 
(7) wird das injizierte Makromolekiil durch Anlegen einer DruckdifFerenz (6) 
10 und/oder einer Spannung (5) vor oder in der Membran (2) aufkonzentriert (Fig. 2). 
Das gewunschte Makromolekiil befindet sich dann in einem Volumen von wenigen 
Nanolitern. 

Nach optimalem Wechsel der GefaBe (4,7) gegen die ReagenziengefaBe (8,9) konnen 
15 die dort enthaltenen Losungen, oder Bestandteile daraus, durch Anlegen einer 
DruckdifFerenz (6) und/oder einer Spannung (5) in den Mikrokanal (1) gebracht 
werden (Fig. 3). Die Bedingungen werden so gewahlt, daB das Zielmolekul dabei 
aufkonzentriert bleibt. Das Zielmolekul kann auf diese Weise enzymatisch oder 
chemisch modifiziert, und/oder durch Hybridisierung bzw. immunologische 
20 Erkennung spezifisch erkannt werden. Die Thermostatisierbarkeit des Mikrokanals (1) 
und die Moglichkeit die ReagenziengefaBe mehrfach zu wechseln erlaubt komplexe 
Umsetzungen und zyklische Prozesse. In diesem Modifizierungsschritt werden auch 
eventuell notwendige Derr '"^erungsreaktionen fur eine F'v.^eszenz, 
Chemielumineszens oder laserinduzierte Fluoreszenzdetektion durchgefuhrt. 

25 

Die erforderlichen Reaktionstemperaturen werden durch Thermostatisierung des Mi- 
krokanals (1) erreicht. Dazu wird entweder entsprechend temperierte Luft oder Flus- 
sigkeit am Mikrokanal vorbeigeleitet. Die Wandstarke des Mikrokanals wird dabei so 
gewahlt, daB ausreichende Warmeabfuhr gewahrleistet ist, 

30 

Nach optimalem Wechsel der ReagenziengefaBe (8,9) gegen die PufFergefaBe (10,1 1) 
wird das Zielmolekul, durch Anlegen einer DruckdifFerenz (6) und/oder einer 
Spannung (5) mobilisiert (Fig. 4). Durch optische Detektionsverfahren (12), wie 
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Absorption oder Fluoreszenz, kann das Molekiil direkt im Mikrokanal (1) analytisch 
bestimmt werden (13). Es stehen die analogen Detektionsverfahren wie in der CE zur 
Verfugung (St.Claire R.L., Ami Chem. 1996, 68, 569R-586R). 

Dazu wird der Mikrokanal entweder komplett oder an einer Stelle transparent fur 
optische Strahlung gemacht. Dazu muB die Transmission der Anregungsstrahlung und 
der Fluoreszenzstrahlung gewahrleistet sein. Vorzugsweise handelt es sich urn die ein- 
gangs erlauterten nichtleitenden Materialien. Die Fluoreszenzstrahlung wird in einem 
definierten Winkel von 0-180° senkrecht oder in Reflexion zur Einstrahlwellenlange 
gemessen. Vorzugsweise wird bei 45° oder 90° eingestrahlt. 

Das hochkonzentrierte Analysentarget steht aber auch fur weitergehende Analysen zur 
Verftigung (Fig. 5). So kann das Zielmolekul in das AnalysengefaB (14) oder in oder 
auf ein beliebiges anderes Analysentarget fraktioniert werden. 

Im AnalysengefaB (14) befinden 1-1000 ml eines fur die weitere Analyse geeigneten 
Puffers. Beispielsweise handelt es sich urn PBS-Puffer, Tris/Borat oder einen Tris- 
Glycin-Puffer. Bei dem AnalysengefaB (14) kann es sich auch urn ein planares 
Analysentarget handeln, beispielsweise urn einen massenspektrometrischen 
Probentrager. Der elektrische Kontakt wird entweder direkt uber das leitende 
Analysentarget erreicht oder durch Benetzung der Oberflache zwischen Elektrode und 
Mikrokanal mit einer elektrisch leitenden Fliissigkeit. 

Wird der Kanal zusatzlich verzweigt kann das aufkonzentriertc Zielmolekul durch 
Umschaiten von Druck oder Spannung in weitere Kanale fur weitergehende Analysen 
oder Umsetzungen gebracht werden und ist daher direkt kompatibel mit der CE-Chip- 
technologie (WO 96/04547). 

Fraktionierte Makromolekiile konnen mit alien denkbaren Verfahren weiter analysiert 
werden. Das hochkonzentrierte Makromolekul wird in weniger als einem Mikroliter 
eluiert und kann direkt in geeignete flussige Matrizes oder auch auf feste Probentrager 
aufgebracht werden. 
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Eine schematische Darstellung des parallelen Aufbaus befindet sich in Fig. 6. Die Mi- 
krokanale (1) vverden aus nichtleitenden Materialien, wie Polymer, Keramik, Glas, 
Quarz oder Keramik (15) hergestellt und gegebenenfalls beschichtet Die Kanalblocke 
werden mit einer Membranzwischenschicht (2) zusammengefiigt, so daB die Kanale an 
der Membran aufeinanderstoDen. Die Anordnung der Kanale richtet sich nach dem 
Probenformat. Nicht dargestellt sind die nachfolgenden Zusatzeinrichtungen. Zur Ab- 
fuhr der Joulschen Warme werden gegebenenfalls zusatzliche Thermostatisierelemente 
eingefuhrt. Die Kanale werden an den Enden so verjungt, daB Sie in jeweiligen Ge- 
faBe eingefiihrt werden konnen oder sind dicht mit fest installierten GefaBen 
verbunden. Fur den elektrischen Kontakt werden, entweder an den Kanalenden oder 
in den GefaBen, Elektroden angebncht und mit einer Hochspannungsquelle versorgt. 

Fur die Thermostatisierung werden beispielsweise Kanale in den Analysenblock 
gelegt, die senkrecht zur Richtung und zwischen den Ebenen der Mikrokanale liegen. 
Durch diese Kanale kann entsprechend temperierte Luft oder Flussigkeit gepumpt 
werden. 

Fur eine deutlich schnellere Aufkonzentrierung der Proben wurde eine parallele 
Kapillaranordnung entwickelt. Die schematische Darstellung dieses Moduls befindet 
sich in Fig. 7. Neben dem Mikrokanal (1) befindet sich der deutlich breitere Kanal 
(16). Die Hohe des Kanals entspricht der Dimension des Mikrokanals (10-100 (im), 
so daB die Joulsche Warme nach wie vor gut abgefuhrt werden kann. Die Breite des 
Kanals (100 urn bis 10 mm) erlaubt aber Fliisse die urn bis zu 10 hoher liegen als im 
Mikrokanal (1). Die Membran wird zwischen die Modulblocke (15) eingespannt. Das 
gesamte Modul ist damit 3 bis 10 cm lang, 1 bis 50 mm breit und 0, 1 bis 50 mm stark. 
Die Kanalenden sind wiederum entweder mit austauschbaren oder fest installierten 
ProbengefaBen verbunden. Durch parallele Anordnung kann auch ein analoger Aufbau 
wie in Fig. 6 erreicht werden. Die Makromolekule werden im Kanal (16) auf- 
konzentriert und dann uber den Transferkanal (17) in den Mikrokanal uberfuhrt und 
analog den Verfahren aus Fig. 1-6 weiter bearbeitet. Die schematische Anreicherung 
von Makromolekulen mit dieser schnellen Aufkonzentrierung ist am Beispiel von 
Nukleinsauren nachfolgend beschrieben. 
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Die Anreicherung von Nukleinsaure aus salzhaltiger Losung erfolgt durch Anlegen 
einer Spannung an den Flachkanal (16) (Fig. 8a). Neben dem UberschuB an kleinen 
Anionen (kleine schwarze Kugeln) wird auch die Nukleinsaure aus der Probe injiziert. 
Die anionischen Molekule wandern durch die Membran (2) und werden damit von der 
Nukleinsaure entfernt Die Spannung wird so lange beibehalten, bis alie Nukleinsauren 
an der Membranoberflache immobilisiert sind (Fig. 8b). Wird nun zwischen dem 
Flachkanal (16) und dem Mikrokanal (1), wie angegeben eine Spannung angelegt, so 
wandert die aufgereinigte und aufkonzentrierte Nukleinsaure von der groBen 
Membranoberfache des Flachkanals (16) zur Membran des Mikrokanals (Fig. 8c) und 
steht anschlieBend fur die weitere Behandlung und Analyse (Fig. 3-6) zur Verfugung. 
Bei diesem Transferschritt kon^en auch simultan Modifizierungsreaktionen am auf- 
konzentrierten Makromolekul durchgefiihrt werden. 



1. Beschrcibung der Nukleinsauren-Aufkonzentrierung 

1.1. Nukleinsaure wird mit einem geeigneten, etablierten Verfahren (Lyse, 
Hydrolyse, Ultraschall, etc.) aus der zu untersuchenden Probe freige- 
setzt und mit einem geeigneten sauren Extraktionspuffer versetzt. Der 
Puffer muB so konzipiert sein, daB nichtnukleotidische Bestandteile der 
Losung keine anionische UberschuBladung tragen. Unterhalb eines pH- 
Werts von ca. 5 zeigen Proteine keine negative UberschuBladung mehr. 
Es konnen anorganische Sauren wie Salzsaure, Phosphorsaure oder 
Schwefelsaure wie auch organische Phosphorsaurederivate oder Sul- 
fonsauren eingesetzt werden. Vorzugsweise wird aber ein polymerge- 
bundener, saurer Ionenaustauscher (z.B. Polystyrolsulfonsaure) einge- 
setzt. Durch Verwendung des Ionenaustauschers wird der saure pH- 
Wert erreicht ohne zusatzlich Anionen in die Losung einzufuhren. Die 
elektrokinetische Nukleinsaure-Extraktion wird dadurch begunstigt. 



Die Nukleinsaure wird aus dieser sauer gepufferten Losung elektro- 
phoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode einge- 
fUhrt und auf kationisches Potential gebracht. Die Elektrode im Puffer- 
gefaB (4) (Fig. 1) wird auf anodisches Potential gebracht und der 
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Mikrokanal (1) wird mit einer elektrisch leitenden Fliissigkeit gefullt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts richtet sich nach der Art der 
Immobilisierungstechnik. Vorzugsweise handelt es sich um einen waB- 
rigen Puffer auf Borat-, Phosphat- oder Citrat-Basis. Auch Glycin ist 
ein geeignetes Pufferion. Die PufFerkonzentration liegt zwischen 10 
und 100 mMol/1. Der pH-Wert liegt zwischen 2,5 und 8,5. Beispiels- 
weise Natriumcitrat (20 mmol/l, pH 5.0) oder Tris/Borat (100 mmol/1, 
pH 8,5). Wahlweise wird ein Modifier, vorzugsweise ein chaotropes 
Agens, wie z.B. Harnstoff in molarer Konzentration zugesetzt. Die 
Aufgabe kann mittels UV- oder Fluoreszenzdetektion - nach vorheriger 
Derivatisierung - im Mikrokanal (1) verfolgt werden. 

Die extrahierte Nukleinsaure wird im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran unter Beibehaltung der Spannung immobilisiert und konzen- 
triert (Fig. 2). Fur Nukleinsauren eignen sich zusatzlich zu den GrbBen- 
ausschluBmembranen auch weiche Anionenaustauscher beispielsweise 
auf Aminbasis. Vorzugsweise handelt es sich um Alkylamin-, Imidazole 
oder Pyrollidon- substituierte Polymere. Die Nukleinsauren konnen 
auch durch Adsorption an Membranen retardiert werden. Beispiels- 
weise enthalten die Membranen Nanopartikel, vorzugsweise Silica- 
basierend oder Metalloxidpigmente. Mit immobilisierten Oligonukleo- 
tiden werden spezifische Nukleinsaurestrange durch Festphasenhybridi- 
sierung immobilisiert. 

Die auf wenige Nanoliter konzentrierte Nukleinsaure kann vielfaltig 
modifiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem 
erlaubt die Zufuhrung und Abflihrung von Reagenzien mittels Druck 
oder Spannung. Die Polaritat der Spannung wird wie bei der Extrak- 
tion und Fokussierung beibehalten. Kombiniert mit einer geeigneten 
Temperaturregelung sind in dem Mikrosystem enzymatische Spaltun- 
gen, Sanger-Sequenzierungen, Gensonden-Hybridisierung, aber auch 
PCR-Reaktionen moglich. 
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Beispielsweise kann die Nukleinsaure mit interkalierenden FarbstofFen 
markiert werden. Vorzugsweise handelt es sich um fluoreszierende 
Derivate, wie Ethidiumbromid, Acridinorange, bzw. deren Dimeren 
wie 1 , 1 '-(4,4,7,7-Tetramethyl-4,7diazaundecamethylen)-bis-4-[3-me- 
5 thyl-2,3-dihydromethyI-(benzo- 1 ,3-oxazoI)-2methyliden]-chinolinium 

Tetraiodid (YOYO). Die Wahl des Farbstoffes richtet sich in erster 
Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. YOYO ist beispielsweise 
ideal fur die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit einem Argon- 
Laser, wahrend das entsprechende YOPRO-Dimer ideal zum Infrarot- 
10 Laser paBt. Diese FarbstofFe zeichnen sich auch dadurch aus, daB kaum 

Hintergrundfluoreszenz auftritt, da diese FarbstofFe nur im inter- 
kalierten Zustand fluoreszieren. Das positiv geladene YOYO kann bei- 
spielsweise vom ReaktionsgefaB (9), unter Beischaltung der Fukussier- 
spannung, elektrokinetisch eingeflihrt werden. 

15 

Deutlich hohere Spezifitat kann beispielsweise durch eine fluoreszenz- 
markierte Gensonde erreicht werden. Die Gensonde besteht aus einer 
zur Zielnukleinsaure komplementaren Nukleotidsequenz die eine oder 
mehrere FluoreszenzfarbstofFe tragi Die Wahl des FarbstofFes richtet 
20 sich in erster Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. Fluorescein- 

isothiocyanat oder reaktive Cumarinderivate werden vorzugsweise fur 
die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit einem Argon-Laser 
eingesetzt. 

25 Enzymkatalysierte Reaktionen wie Restriktionsenzymverdau, PCR- 

Reaktion und Sanger Sequenzierung werden durchgefuhrt indem die 
erfbrderlichen Enzyme und benotigten Substrate zur Nukleinsaure im 
Mikrokanal transportiert werden. 

30 1.5. Die konzentrierte Nukleinsaure kann in einem geeigneten PufFer durch 

Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und steht fur weitere Analysen zur Verfugung. 
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Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal und 
das PufFergefaB (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben ge- 
nannten Zusammensetzung gefullt. Als nachfolgende Analysen konnen 
PCR-Reaktion, CE-Trennungen, DNA-Sequenzierungen, Hybridisie- 
rungsreaktionen massenspektrometrische Analysen oder molekular- 
biologische Verfahren durchgeflihrt werden. 

1.6. Innerhalb des Mikrosystems ist die Nukleinsaure elektrophoretisch 
analysierbar (Fig. 4). Wie bei der Elution wird das PufFergefaB (10) da- 
bei auf anodisches Potential gebracht. In einem geeigneten Siebmedium 
konnen Nukleinsaure-Fragmente groBenabhangig getrennt werden. 

Die PufFergefaBe (10,11) sowie der Mikrokanal (1) werden dazu mit 
einer polymerhaltigen Pufferlosung gefiillt. Vorzugsweise handelt es 
sich dabei um lineare losliche Polymere zum Beispiel Acrylamid, Poly- 
vinylalkohol, Zellulose (modifiziert und unmodifiziert), Dextran, oder 
Agarose. Die sonstige Pufferzusammensetzung entspricht der allge- 
meinen Zusammensetzung. 

1.7. Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Sonden, fluoreszenzmar- 
kierter Terminatoren in der Sanger-Sequenzierung oder interkalieren- 
der Farbstoffe ist eine direkte Fluoreszenzdetektion der Nukleinsaure 
irr. Mikrosystem moglich. 

2. Viren 

2. 1 Die virushaltige Probe wird auf einen solchen pH-Wert gebracht, daB 
das zu untersuchende Virus, oder die zu untersuchenden Viren, eine 
negative OberschuBladung tragt. Falls erforderlich konnen vorher Nuk- 
leaseverdaus oder Virusmodifikationen durchgefuhrt werden. 
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Die geeigneten Puffer sind bereits im allgemeinen Verfahren beschrie- 
ben worden. Der pH-Wert des Puffers mufi deutlich iiber dem pK-Wert 
des Virus liegen. Auf saure Puffer wie Natriumcitrat wird daher ver- 
zichtet, ebenso finden Modifizierungsreagenzien keine Anwendung. 

5 Nukleaseverdaus werden vorzugsweise durch Zugabe von RNAsen 

oder DNAsen durchgefuhrt. Hervorragend geeignet ist beispielsweise 
die Benzonase. Modifizierungsreaktionen konnen in Form von Anfar- 
bungsreaktionen mit interkalierenden Farbstoffen (vgl, 1.4) oder durch 
Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern durchgefuhrt wer- 

]q den. Die Wahl des FarbstofFes richtet sich in beiden Fallen nach der 

gewahlten Detektionsart. 

2.2. Die negativ geladenen Viren werden aus dieser gepufferten Ldsung 
elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode 
gebracht und auf kationisches Potential gebracht Die Elektrode im 
Puffergefafl (4) (Fig. 1) wird auf anodisches Potential gebracht und der 
Mikrokanal (4) wird mit einer elektrisch leitenden Flussigkeit gefiillt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts entspricht der allgemeinen 
Pufferzusammensetzung. Die Aufgabe kann mittels UV oder Fluores- 
zenz verfolgt werden. Wahrend der Injektion kann zusatzlich eine 
Druckdifferenz zwischen den PuffergefalJen (3 und 4) angelegt werden. 

2.3. Die extrahierten Viren werden im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Die Membran ar- 

25 beitet nach dem GrofienausschluBprinzip, wobei die PorengroBe virus- 

abhangig zwischen 1 0 und 200 nm liegt. 

2.4. Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Viren konnen vielfaltig modi- 
fiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem erlaubt 

30 die Zufuhrung und Abfuhrung von Reagenzien mittels Druck oder 

Spannung. Kombiniert mit einer geeigneten Temperaturregelung sind 
in dem Mikrosystem alle Derivatisierungsverfahren fur Proteine und 
Nukleinsauren moglich (vgl. 1.4 und 3.4). Die Viren konnen auch auf 

15 
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der Membran lysiert und anschlieflend die Nukleinsauren und/oder die 
Proteine analysiert werden (vgl. 1.4-1.7 und 3.4-3,7). 

Die GroBenausschluBmembran mufl im Fall der Viruslyse so dimensio- 
niert sein, daB die Zielproteine, bzw. Nukleinsauren ebenfalls retardiert 
werden. Es ist prinzipiell jedes Lyseprotokoll geeignet. Vorzugsweise 
finden denaturierende Bedingungen wie extreme pH-Werte, chaotrope 
Reagenzien oder Detergenzien Anwendung. Beispiele sind verd. Na- 
tronlauge, Guanidinium-Hydrochlorid oder Natriumdodecylsulfat 
(SDS). Durch Verwendung nichtionischer Detergenzien (z.B. NP-40) 
kann von behullten Viren die Lipoproteinmembran entfernt werden. . 

Die konzentrierten Viren konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und stehen fur weitere Analysen zur Verfiigung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal (1) 
und das PuffergefaB (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 
genannten Zusammensetzung gefullt. Nach Fraktionierung in ein 
puffergefulltes AnalysengefaB (14) konnen mit den Viren beispiels- 
weise Pathogenitatsassays oder CE-Trennungen durchgeflihrt werden. 
Nach Fraktionierung auf ein planares Analysentarget (14) konnen die 
Viren beispielsweise direkt elektronenmikroskopisch untcrsucht wer- 
den. 

Innerhalb des Mikrosystems sind die Viren elektrophoretisch analysier- 
bar. Wie bei der Eluuon wird das PuffergefaB (10) dabei auf anodi- 
sches Potential gebracht (Fig. 4). 

Durch Verwendung fluoreszenzmarkierender Verfahren flir Proteine 
oder Nukleinsauren (vgl. 1.4 und 3.4) konnen die Viren auch fluores- 
zenzspektroskopisch identifiziert werden. 
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3. Proteine 

3.1. Die proteinhaltige Probe wird auf einen pH-Wert gebracht der min- 
destens eine log-Stufe neben dem pK-Wert des Proteins liegt. Wenn es 
die Lbslichkeitseigenschaften des Proteins erlauben, wird der pH-Wert 
unterhalb des pK-Werts des Proteins gelegt, so daB das Protein positiv 
geladen vorliegt. Im folgenden soli dieser Fall durchdiskutiert werden. 
Fur negativ geladene Proteine kehren sich die Spannungsverhaltnisse 
entsprechend urn. Geeignete Puffer entsprechen den allgemeinen 
Bedingungen. Vorzugsweise finden alkaligepufFerte Phosphat- und Ci- 
tratpuffer Anwendung, z.B. Natriumcitrat, 20 mmol/1, pH 2,5. 

3.2. Die positiv geladenen Proteine werden aus dieser gepufferten Losung 
elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode 
gebracht und auf anionisches Potential gebracht. Die Elektrode im 
PuffergefaB (4) (Fig. 1) wird auf kathodisches Potential gebracht und 
der Mikrokanal (4) wird mit dem Puffer gefullt. Die Zusammensctzung 
des Elektrolyts richtet sich nach der Art der Immobilisierungstechnik 
und entspricht den allgemeinen Bedingungen. Wahlweise wird ein Mo- 
difier, vorzugsweise ein organisches Losungsmittel, wie z.B Methanol 
zwischen 5 und 30 % zugesetzt. Die Aufgabe kann mittels UV- odcr 
Fluoreszenzdetektion * nach vorheriger Derivatisierung - im Mikro- 
kanal (1) verfolgt werden. 

3 .3. Die extrahierten Proteine werden im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Neben den GroBen- 
ausschluBmembran eignen sich fur Proteine auch Ionenaustauscher- 
membranen. Fur negativ geladene Proteine finden als weiche Anionen- 
austauscher vorzugsweise DEAE-Phasen Anwendung. Als starke 
Anionenaustauscher finden hauptsachlich quartare Ammoniumphasen 
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Verwendung. In dem hier diskutierten Fall der kationischen Proteine 
eignen sich als weiche Austauscher hauptsachlich Carbonsaure-Phasen 
und als starke Austauscher Sulfonsaurephasen. Fur spezielle Proteine 
konnen die Membranen mit entsprechenden Antikorpern belegt werden 
5 und so uber Affinitat angereichert werden. 

3.4. Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Proteine konnen vielfaltig mo- 
difiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem erlaubt 
die Zufuhrung und Abfiihrung von Reagenzien mittels Druck oder 

\q Spannung. Die Polaritat der Spannung wird wie bei der Extraktion und 

Fokussierung beibehalten. Kombiniert mit einer geeigneten Tempera- 
turregelung sind in dem Mikrosystem enzymatische Spaltungen, 
Komplexierungen, chemische Derivatisierungen oder Antikorperbin- 
dungen moglich. 

15 

Beispielsweise kann das Protein mit Reaktivfarbstoffen umgesetzt 
werden. Vorzugsweise handelt es sich um aminspezifische FarbstofFe 
wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Die Wahl des Farbstoffes 
richtet sich in erster Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. FITC 
20 ist beispielsweise ideal fur die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit 

einem Argon-Laser. 

Deutlich hohere Spezifitat kann beispielsweise durch fluoreszenzmar- 
kierten Antikorpern erreicht werden. Bei der anschlieBenden Trennung 
25 wird dann der Protein-Antikorper-Komplex mittels Fluoreszenz be- 

stimmt. 

3.5. Die konzentrierten Proteine konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanolitern eluiert 

30 werden und stehen flir weitere Analysen zur Verfiigung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Kathode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal und 
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das PuffergefaB (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 
genannten Zusammensetzung gefiillt. Als nachfolgende Analysen 
konnen CE-Trennungen, massenspektrometrische Analysen, Enzym- 
assays, Bindungsstudien oder immunologische Verfahren durchgefuhrt 
werden. 

3 .6. Innerhalb des Mikrosystems sind die Proteine elektrophoretisch analy- 
sierbar (Fig. 4). 

3.7. Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikdrper, fluoreszierender 
Enzymsubstrate, fluoreszierender Bindungspartner oder Derivatisie- 
rungsreagenzien konnen die Proteine auch fluoreszenzspektroskopisch 
identifiziert werden. 

4. Bakterien 

4.1. Die bakterienhaltige Probe wird auf einen solchen pH-Wert gebracht, 
daB das zu untersuchende Bakterium eine negative UberschuBladung 
tragt. Falls erforderlich konnen vorher Nukleaseverdaus oder Protein- 
modifikationen durchgefuhrt werden. 

Die geeigneten Puffer sind bereits im allgemeinen Verfahren beschrie- 
ben worden. Der pH-Wert des Puffers mufl deutlich ubcr dem pK-Wert 
des Bakterium liegen. Auf saure Puffer wie Natriumcitrat wird daher 
verzichtet, ebenso finden Modifizierungsreagenzien keine Anwendung. 
Nukleaseverdaus werden vorzugsweise durch Zugabe von RNAsen 
oder DNAsen durchgefuhrt. Hervorragend geeignet ist beispielsweise 
die Benzonase. Modifizierungsreaktionen konnen in Form von Anfar- 
bungsreaktionen mit interkalierenden Farbstoffen (vgl. 1.4) oder durch 
Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchgefuhrt wer- 
den. Die Wahl des Farbstoffes richtet sich in beiden Fallen nach der 
gewahlten Detektionsart. 
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Die negativ geladenen Bakterien werden aus dieser gepufFerten Losung 
elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode 
gebracht und auf kationisches Potential gebracht. Die Elektrode im 
PufFergefaB (4) (Fig. 1) wird auf anodisches Potential gebracht und der 
Mikrokanal (4) wird mit einer elektrisch leitenden Flussigkeit gefullt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts richtet sich nach der Art der 
Immobilisierungstechnik. Die Aufgabe kann mittels UV oder Fluores- 
zenz verfolgt werden. 

Die extrahierten Bakterien werden im Kanal mit Hilfe der einge- 
brachten Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Die Mem- 
bran arbeitet nach dem GroBenausschluBprinzip (Ultrafiltrationsmem- 
bran) oder dem lonenaustauscherprinzip (Anionenaustauscher). Vor- 
zugsweise finden Membranen fur die Sterilfiltration mit einer Aus- 
schluBgrofle von 0,1 0,45 \im Verwendung. Es konnen aber auch die 
gleichen AnionenausU avoher wie fur die Proteine eingesetzt werden 
(vgl. 3.3.) 

Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Bakterien konnen beispiels- 
weise auf der Membran lyophilisiert und anschlieBend die Proteine oder 
Nukleinsauren vielfaltig modifiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das 
offene Kanalsystem erlaubt die Zufuhrung und Abfuhrung von Rea- 
genzien mittels Druck oder Spannung. Kombiniert mit einer geeigneten 
Temperaturregelung sind in dem Mikrosystem alle Derivatisierungsver- 
fahren fur Proteine und Nukleinsauren moglich (vgl. 1 .4 - 1.7 und 3,4 - 
3.7). 

Die GroBenausschluBmembran muB im Fall der Bakterienlyse so di- 
mensioniert sein, daB die Zielproteine, bzw. Nukleinsauren ebenfalls 
retardiert werden. Es ist prinzipiell jedes Lyseprotokoll geeignet. Vor- 
zugsweise finden denaturierende Bedingungen wie extreme pH-Werte, 
chaotrope Reagenzien oder Detergenzien Anwendung. Beispiele sind 
verd. Natronlauge, Guanidinium-Hydrochlorid, Harnstoff oder Na- 
triumdodecylsulfat (SDS). 
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4.5. Die konzentrierten Bakterien konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und stehen ftr weitere Analysen zur Verfugung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so dafl nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal (1) 
und das Puffergefafi (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 
genannten Zusammensetzung gefiillt. Nach Fraktionierung in ein puf- 
fergefulltes AnalysengefaB (14) konnen mit den Bakterien beispiels- 
weise Pathogenitatsassays oder elektrophysiologische Experimente 
durchgeflihrt werden. Nach Fraktionierung auf ein planares Analysen- 
target (14) konnen die Bakterien beispielsweise direkt licht- oder 
elektronenmikroskopisch untersucht werden, oder z.B. mikrobiolo- 
gisch auf einer Agarplatte uber Plaques identifiziert werden. 

4.6. Innerhalb des Mikrosystems sind die Bakterien elektrophoretisch analy- 
sierbar (Fig. 4). 

4.7. Durch Venvendung fluoreszenzmarkierter Antikorper oder fluoreszie- 
render Bindungspartner konnen die Bakterien auch fluoreszenzspek- 
troskopisch identifiziert werden. 

Alle gangigen Verfahren der Makromolekiil-Isolierung setzen die Prozessierung des 
gesamten Probenvolumens durch das Extraktionsmedium voraus. Die Handhabung 
groBvolumiger Proben verhindert aber die Miniaturisierung die ihrerseits unbedingt 
notig ist urn die Analysengeschwindigkeit und die Sensitivitat zu steigern. Durch die 
Kombination von direkter elektrophoretischer Extraktion mit einer Immobilisierungs- 
membran im MikromaBstab ist es erstmals moglich groBe Probenvolumina direkt mit 
einer Nanoanalysentechnik zu kombinieren. 



Gegeniiber den etablierten Verfahren zeichnet sich das Verfahren vor allem durch die 
vereinfachte Isolierung und extreme Anreicherungsraten aus. 
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Wird die Probe elektrophoretisch oder mit Druck aus dem Mikrokanal eluiert, konnen 
anschlieBend weitere Nanoanalysenverfahren durchgefuhrt werden. Nach Verdunnung 
steht die isolierte Probe auch fur konventionelle makroskopische Analysenverfahren 
5 zur Verfugung. Das Verfahren stellt dann ein sehr effizientes Probenvorbereitungs- 
modul fur diese Techniken dar. 

Durch die Aufkonzentrierung von Nukleinsauren konnen in vielen Fallen zusatzliche 
Amplifikationsschritte vermieden werden. Das Verfahren kann damit beispielsweise 
1 0 die PCR ersetzen. 

Das Verfahren kann auch als. AufschluBverfahren fur Viren, Bakteritn und andere 
Zellen eingesetzt werden. Beispielsweise wird Bakteriummaterial isoliert, 
anschlieBend wird das Bakterium im Mikrokanal aufgeschlossen und die freigesetzte 
1 5 Nukleinsaure derivatisiert und analysiert. 

Das Verfahren kann vorteilhaft zur direkten Nukleinsaure-Sequenzierung fur 
Diagnostik und Forschung eingesetzt werden. Ira Falle menschlicher DNA ist hierbei 
eine Analyse auf erbliche genetische Defekte moglich, die durch Deletionen, 

20 Mutationen oder Translokationen hervorgerufen werden. Als mogliche Einsatzgebiete 
seien hier genannt: Cystische Fibrose, Down's Syndrom, Sichelzellanamie, 
Huntington's Chorea, Hamophilie A und B. Eine weitere Anwendung dieser 
Nukleinsaureanalytik liegt in der Tumordiagnostik sowie der allgemeinen Erkennung 
fiir genetische Pradispositionen fur bestimmte Krankheiten. Hierbei ist die Analyse 

25 von Tumorsuppressorgenen und Oncogenen von besonderem Interesse. 

Eine weitere Verwendung liegt in der Kombination mit Nukleinsaureamplifizierungs- 
verfahren (wie z. B. PCR). 

30 Das Verfahren kann auch zur direkten Gensondenanalytik von medikamentenresisten- 
ten Keimen oder zur Subklassifizierung eingesetzt werden. 
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AIs Qualitatssicherungsmethode ermoglicht die Erfindung auch die Kontrolle von gen- 
technologisch hergestellten Produkten, bei denen Nukleinsaurefreiheit gewahrleistet 
sein muB. 

5 Die Untersuchung von intakten Viren, Bakterien oder deren Nukleinsaure oder deren 
Proteine kann for die Infektionsdiagnostik eingesetzt werden. Auch Nukleinsauren 
oder Proteine von Pilzen oder Parasiten konnen fur diese Zwecke analysiert werden. 
AIs wichtigste virale Vertreter seien hier exemplarisch im Falle der Viren HIV lu. 2, 
HTLV, HSV, CMV, HPV, Hepatitis A, B, C, D, E, F, G , VZV, Rotaviren, EBV und 
10 Adenoviren genannt. Zu den wichtigsten bakteriellen Vertretern gehoren unter an- 
deren Chlamydien, Mycobakterien, Shigella, Campylobacter, Salmonellen, Neisserien, 
Staphylokokken, Streptokokken , Pneumokokken. Bei den Pilzen zahlen zu den 
wichtigsten Pathogenen Candida, Aspergillus sowie Cryptococcus. 

1 5 Ein wctoies Einsatzgebiet ist in der Sicherheitsuberwachung von biologischen Proben 
zu sehen. Die Bedeutung liegt hier z.B. bei der Uberprufung von Blutspenden sowie 
alter aus Blut hergestellter Produkte. Die Einsatzgebiete entsprechen weitgehend 
denen der Infektionsdiagnostik. 

20 Dieses Verfahren erlaubt erstmals den direkten hochsensitiven Nachweis von intakten 
Viren. Dabei konnen beliebige, auch unbekannte Viren direkt gemessen werden. Dies 
hat sowohl fur die Infektionsdiagnostik, als auch fur die Sicherheit von Produkten aus 
biologischen Materialien enorme Bedeutung, da mit alien anderen Verfahren nur 
spezielle Viren individual nachgewiesen werden konnen. 

25 

Die durch elektrokinetische Probenvorbereitung erhaltenen Proteine sind aufgrund 
ihrer Anreicherung und Aufreinigung einer anschlieBenden immundiagnostischen 
Analytik leichter zuganglich. Hierbei haben in Humandiagnostik verschiedene 
Proteine wie z. B. Transferrin, Fibrinogen,B-2 Microglobulin, hCG oder 
30 Tumormarker (AFP, CEA, CA 1 5-3, CA 1 9-9) hohe diagnostische Relevanz. 
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Bcispiele 

Elektrokinetische Injektion von Nukleinsaure 

5 Zur Uberprufung der elektrokinetischen Injektion von Nukleinsaure wurde Modell- 
DNA durch das Anlegen von Spannung in einen Mikrokanal injiziert und mittels UV 
vermessen. Das Experiment sollte zeigen, daB es moglich ist Nukleinsaure elektroki- 
netisch zu extrahieren. 

10 Es wurde eine Verdunnungsreihe von pBr-DNA (Boehringer Mannheim) von 250 bis 
1,25 mg/1 hergestellt und im ProbengefaB vorgelegt Nach der Injektion wurde elek- 
trophoretisch getrennt. Die MeBbedingungen befinden sich in Tabelle 1 . 

Tragt man die Peakflachen gegen die DNA-Konzentration auf, so zeigt sich eine 
15 Sattigung der Peakflachenzunahme fur hohe DNA-Konzentrationen. Die injizierte 
DNA-Menge wird uber 100 mg/1 durch den elektrischen Strom und nicht durch die 
DNA-Konzentration limitiert Damit konnte gezeigt werden, daB Nukleinsaure uber 
einen weiten Konzentrationsbereich elektrokinetisch aus einer Losung aufkonzentriert 

wcrden kann. 
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Tabelle 1 : MeBparameter zur elektrokinetischen Nukleinsaure-Injektion. 



Spannung: 


-20 kV 


Puffer: 


Natriumcitrat (20 mmol/1, pH 5.0, Fluka) 


Kapillare: 


PVA-gecoatete Quarzkapillare, 50 ^m Innendurchmesser, 
64,5 cm Lange, 56 cm zum Detektor (Hewlett-Packard, 
Waldbronn) 


Kapillarelektro- 
phoresegerat: 


3H HPCE (Hewlett-Packard, Waldbronn) 


Temperatur: 


25°C 


Detektion: 


DAD 190-600nm, X 260 + 8 nm 


Injektion: 


elektrokinetisch (20 sec x -10 kV 


Spulen der Kapillare 
vor der Injektion: 


1. Wasser(l min, 5xl0 4 Pa) 

2. Puffer (3 min, 5 x 10 4 Pa) 



5 

Wiederfindungsrate von GroBenausschluBmembran 

Zur Uberprufimg der Retardierung von Nukleinsaure an einer GroBenausschluBmem- 
bran wurde pBr-DNA elektrokinetisch in den Mikrokanal injiziert und anschlieBend 
elektrophoretisch im Kanal zur Anode mobilisiert. Zwischen dem Injektionsende des 

10 Kanals und der im Kanal vorhandenen GroBenausschluBmembran befand sich ein UV- 
Detektor (vgl. Fig. 4). Die pBR-DNA (250 mg/1) wurde am Detektor vorbei 
elektrophoriert und die Elektrophorese wurde so lange fortgesetzt, daB die DNA den 
Kanal ohne Membran bereits verlassen hatte. Dann wurde die Spannung umgepolt 
und so die retardierte DNA wieder am Detektor vorbei bewegt. Die MeBparameter 

1 5 befinden sich in Tabelle 2. 
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Tabelle 2: MeBparameter zur elektrophoretischen Nukleinsaure-Wiederfindung 

von einer GroBenausschluBmembran. 



Spannung: 


-10 kV fur 10 mm, dann + 10 kv iur 10 mm 


Puffer: 


1 ns/ijorat ^iuu mmoi/i, pn 


T r • 1 1 

Kapillare: 


gecoatetc v^uarzKapiiidic, /j \xm iiuicnuuioiirnesscr., im 
Lange, 8,5 cm zum Detektor (Biorad, Munchen) 


Membran: 


Nach 20 cm wurde die Kapillare getrennt und nach Einflihrung 
Her Membran (memfil PCTE 10 nm von Membraoure^ mit 
einem Teflonschrumpfschlauch wieder verbunden. 


Kapillarelektro- 
phoresegerat: 


3H )HPCE (Hewlett-Packard, Waldbronn) 


Temperatur: 


25°C 


Detektion: 


DAD 190-600 nm, X 260 + 8 nm 


Injektion: 


elektrokinetisch (10 sec x -10 kV) 


Spiilen der Kapillare 
vor der Injektion: 


1. Wasser (1 min, 5 x 10 4 Pa) 

2. Puffer (3 min, 5 x 10 4 Pa) 



Die elektrokinetisch injizierte DNA migrierte nach 1,7 min durch den UV-Detektor. 
Ohne GroBenausschluBmembran wurde die DNA nach 7 min den Kanal wieder ver- 
lassen. Die Elektrophorese wurde aber insgesamt 10 min fortgesetzt und dann die 
Spannung direkt umgepolt. Die retardierte DNA in der Kapillare wanderte wieder 
10 zuriick durch den UV-Detektor. Nach 12,05 min konnte ein Signal detektiert werden, 
das exakt der Peakflache der injizierten DNA entsprach. Das analoge Experiment mit 
3-Nitrobenzolsulfonsaure zeigte, wie erwartet, nur den Injektionspeak und damit 
keine Retardierung an der GroBenausschluBmembran. 

1 5 In einem weiteren Experiment wurden drei aufeinanderfolgende Injektionen an Nuk- 
leinsaure durchgefuhrt und mit identischen Bedingungen analysiert Das Elektrophero- 
gramm zeigte eindeutig die Aufkonzentrierung der drei Nukleinsaure-Injektionen in 
einem Signal. Die Peakflachen der drei Einzel injektionen entsprachen exakt der 
Peakflache der retardierten DNA. Damit wurde gezeigt, daB Makromolekule an der 
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Membran im Mikrokanal elektrophoretisch immobilisiert und quantitativ remobilisiert 
werden konnen. 

5 Nukleinsaure-Extraktion 

Fur die Nukleinsaure-Aufkonzentrierung ist es notwendig die vorhandene Nuklein- 
saure-Menge aus einer bestimmten Losung moglichst quantitativ in den Mikrokanal 
zu uberfuhren. Wenn die gesamte Nukleinsaure injiziert ist, diirfte bei einer 2. Injek- 
1 0 tion aus dem selben ProbengefaB nur noch sehr wenig Nukleinsaure extrahierbar sein. 

Um die DNA-Menge moglichst gering zu halten wurde die DNA mit dem interka- 
lierenden Farbstoff YOYO (Molecular Probes) angefarbt und mit laserinduzierter 
Fluoreszenzdetektion (LIF) detektiert. Dazu wurde YOYO (0,4 mmol/l, in 76 jil 
15 TBE-Puffer) vorgelegt und mit 1-4 ^1 der pBr-DNA-L6sung (1 mg/1) versetzt und 
mindestens 30 min bei RT vor der Messung inkubiert. Die MeBparameter befinden 
sich in Tabelle 3 . 

20 Tabelle 3: MeBparameter zur elektrophoretischen Nukleinsaure-Extraktion 



Spannung: 


-10 kV fur 10 min, dann + 10 kV fur 10 min 


Puffer: 


Tris/Borat (100 mmol/l, pH 8,5) 


Kapillare: 


gecoatete Quarzkapillare, 75 \im Innendurchmesser, 57 cm 
Lange, 50 cm zum Detektor (Biorad, Miinchen) 


Kapillarelektro- 
phoresegerat: 


PACE 5510 (Beckman, Miinchen) 


Temperatur: 


25°C 


Detektion: 


LIF (Argon) EX 488, EM 520 nm, Gain 100 


Injektion: 


2 x elektrokinetisch (60 min x -10 kV) aus 50 |il 


Spiilen der Kapillare 
vor der Injektion: 


1 Wasser(l min, 5 x 10 4 Pa) 
2. Puffer (3 min, 5xl0 4 Pa) 
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Die Detektionsprofile sahen so aus, daB nach ca. 10 min ein deutlicher Anstieg der 
Fluoreszenz zu verzeichnen war, der rasch ein Plateau erreichte. Nach ca. 30 min viel 
die Fluoreszenz wieder ab, verbunden mit einem allmahlichen Anstieg des Stroms im 
Kanal. Die Hohe des Plateaus korrelierte mit der Menge an DNA Bei der zweiten 
5 Injektion war aus keiner Probe noch signifikante Fluoreszenz zu injizieren. Die Daten 
belegen die vollstandige Extraktion der pBr-DNA bei der 1. Injektion. Aus dem 
Fluoreszenzverlauf schlieBen wir, daB die gesamte Nukleinsaure bereits nach 30 min 
vollstandig injiziert war. 

10 Diese Daten zeigen eindeutig, daB die gesamte Nukleinsaure eines Probenvolumens 
elektrokinetisch in einen Mikrokanal injiziert werden kann. In Kombination mit der 
GroBenausschluBmembran sollte es moglich sein diese Nukleinsaure in wenigen 
Nanoliter aufzukonzentrieren und so nachweisbar zu machen. 

15 

Nukleinsaure-Aufkonzentrierung 

Mit den MeBbedingungen von Tab. 2 wurde Nukleinsaure in den Mikrokanal mit ein- 
gebauter Membran injiziert. Dazu wurde pBr-DNA (2,5 mg/1, 50 25 min injiziert 

20 und anschlieBend mit dem Trennpuffer fokussiert (Fig. 2). Bei dieser niedrigen Kon- 
zentration war die DNA direkt nicht nachweisbar. Nach 10 min wurde die Spannung 
umgepolt und die aufkonzentrierte DNA wanderte nach 12 min als intensiver Peak zu- 
riick durch den Detektor. Praktisch die gesamte DNA der 50 ^1-Probe (0, 1 mg) war 
in weniger als 50 nl (1 cm in der Kapillare) aufkonzentriert. Der Anreicherungsfaktor 

25 lag damit bei Faktor 1000. 

Derivatisierung auf der Membran 

30 Zur Uberpriifting der Derivatisierung von Nukleinsaure an einer GroBenausschluB- 
membran wurde pBr-DNA wie bereits beschreiben elektrokinetisch injiziert und auf 
der Membran immobilisiert (Tab. 2). Nach der Immobilisierung wurde die Spannung 
aber nicht sofort umgekehrt, sondern das zur DNA auf der anderen Seite der Mem- 
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bran gelegene PuffergefaB wurde gegen eine PufFerlbsung ersetzt, die kationischen 
interkaiierenden Farbstoff enthielt (YOYO, 0,4 mmol/1, Molecular Probes). Die 
Spannung wurde fur weitere 20 Minuten beibehalten, wobei der Farbstoff durch den 
Mikrokanal, und durch die Membran wanderte. Die DNA wurde also mit YOYO auf 
der Membran inkubiert. Danach wurde nochmals 10 min ohne Farbstoff elektropho- 
riert, urn restliches YOYO wieder aus der Kapillare zu entfernen. Dann wurde die 
Spannung umgepolt und so die retardierte und angefarbte DNA wieder am Detektor 
vorbei bewegt. 

Die elektrokinetisch injizierte DNA migrierte nach 2 min durch den UV-Detektor. 
Zwei Minuten nach der Umpolung konnte ein Signal mit groBerer Peakflache detek- 
tiert werden, das der angefarbten DNA entsprach. Die mittels Dioden-Array-Detek- 
tion (DAD) im Mikrokanal erzeugte UV-VIS-Spektrun der injizierten DNA zeigte das 
typische UV-Spektrum mit 2 Absorptionsmaxima bei 200 und 260 nm. Nach der 
Inkubation mit YOYO auf der Membran wies die DNA zusatzlich ein Absorptions- 
maximum bei 490 nm auf. Dies entspricht exakt dem Absorptionsmaximum der mit 
YOYO interkalierten DNA. Damit konnte bewiesen werden, daB Makromolekule im 
Mikrokanal derivatisiert werden konnen. 

Kopplung mit Elektronenmikroskopie 

Als Beweis der weiteren Ana^e von aufbereiteten Makromolekulen, soli die Kopp- 
lung mit der Elektronenmikroskopie (EM) dienen. 

Herpes Simplex Viren (Typ 2) wurden mit YOYO (Molecular Probes) angefarbt und 
mit laserinduzierter Fluoreszenzdetektion (LIF) detektiert. Dazu wurde YOYO 
(0,4 mmol/1, in 76 \x\ TBE-Puffer) vorgelegt und mit 4 ^1 der HSV-2-L6sung (5 x 10 5 
Viren/ml) versetzt und mindestens 30 min bei RT vor der Messung inkubiert. Die 
MeBparameter befinden sich in Tabelle 3 . 

Die wenigen injizierten, interkalierten Viren (10 - 20) wurden als einzelne Signale 
detektiert. Zur Identifizierung der Signale wurde die gleiche Probe unter vergleich- 
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baren Elektrophoresebedingungen an einer Prince-CE (Lauerlabs) mit Nanofraktions- 
sammler (Probot, BAI-Instaiments) analysiert. Das Ende des Mikrokanals wurde 
dabei zeitgesteuert auf unterschiedliche Elektronenmikroskopietrager fraktioniert und 
nach Negativkontrastierung mit Uranylacetat im EM untersucht. 

In den erwarteten Fraktionen konnten intakte HSV-Partikel eindeutig nachgewiesen 
werden. Damit wurde am Beispiel von Viren erstmals gezeigt, daB Makromolekule 
nach der elektrophoretischen Trennung fur weitere Analysen als intakte Partikel zur 
Verfligung stehen. 

Legenden zu Abbildungen 

Fig. 1 : Schematische Darstellung der Aufreinigungsapparatur. Ein Mikrokanal 



(1) mit eingebauter Membran (2) verbindet 2 PuffergefaBe (3,4). Uber 
eingebrachte Elektroden konnen diese PuffergefaBe auf unterschied- 
liche Spannungspotentiale gebracht werden (5). Uber eine Druckrege- 
lung konnen auch unterschiedliche Drucke angelegt werden (6). In (3) 
befindet sich die zu untersuchende Probe. 



Fig. 2: 



Schematische Darstellung der Aufkonzentrierung. Das zu untersuchen- 
de Makromolekul wurde elektrokinetisch in den Mikrokanal (1) mit 
eingebauter Membran (2) injiziert. Das ProbengefaB wurde bereits 
durch den Konzentrationspuffer (7) ersetzt. Die Makromolekule wan- 
dern bis zur Membran und werden dort festgehalten. 



Fig. 3: 



Schematische Darstellung der Probenmodifizierung. In den Reaktions- 
gefaBe (8,9) befinden sich die Derivatisierungsreagenzien, die entweder 
elektrokinetisch und/oder mit Hilfe von Druck zu den aufkonzentrier- 
ten Makromolekulen gebracht werden. 



Fig. 4: 



Schematische Darstellung eines on-line Analysenverfahrens. Das 
aufkonzentrierte und modifizierte Makromolekul wird elektrokinetisch 



30 



WO 98/30571 



PCT/EP97/07306 



im Mikrokanal (1) an einem Detektorfenster (12) vorbei mobilisiert, so 
daB die spektroskopischen Eigenschaften analysiert und ausgewertet 
werden konnen(13). 

5 Fig. 5: Schematische Darstellung der Fraktionierung des aufgereinigten 

Makromolekuls. Die aufkonzentrierte Probe wird in dem Probengefafl 
oder auf dem Analysentarget (14) aufgefangen und steht fur weiterge- 
hende Analysen zur Verfugung. 

10 Fig. 6: Schematische Darstellung der high-throughput Aufreinigungsappara- 

tur. Eine Vielzahl von Mikrokanalen wird so angeordnet, daB sie mit 
dem Probenformat (z.B. Mikrotiterplatte) kompatibel sind. Die Mem- 
bran (2) wird iiber das gesamte Format eingebracht und mit einem 
zweiten Mikrokanal- vi ay (15) verbunden. Die Vorgehensweise dieser 

1 5 multiplen Anordnung* n ;fLtspricht Fig. 1-5. 

Fig. 7: Schematische Darstellung der Anreicherungsapparatur fur schnelle 

Aufkonzentrierungen. Neben dem Mikrokanal (1) befindet sich ein 
Flachkanal (16), der mit dem Mikrokanal (1) iiber den Transferkanal 
20 (17) verbunden ist. Der Flachkanal erlaubt sehr viel hohere FluBraten 

und damit hohere Anreicherungsfaktoren. Details im Text. 

Fig. 8: Schematische Darstellung der schnellen Anreicherung aus salzhaltiger 

Losung in der Aufsicht am Beispiel von Nukleinsauren. Die An- 

25 reicherung erfolgt durch Anlegen einer Spannung (6) an den Flachkanal 

(16) (Fig. 8a). Die Spannung wird so lange beibehalten, bis alle 
Nukleinsauren an der Membranoberflache (2) immobilisiert sind (Fig. 
8b). Wird nun zwischen dem Flachkanal (16) und dem Mikrokanal (1), 
wie angegeben, eine Spannung (6) angelegt, so wandert die aufge- 

30 reinigte und aufkonzentrierte Nukleinsaure von der groBen Membran- 

oberfache des Flachkanals (16) zur Membran des Mikrokanals (1) (Fig. 
8c) und steht dann fur die analogen Verfahren (Fig. 3 -6) zur 
Verfugung. Details im Text. 
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Paten tansnruche 

1. Verfahren zur Isolierung und Aufkonzentrierung von Makromolekulen, 
dadurch gekennzeichnet, dali die Makromolekiile in einem Mikrokanai auf 
einer Membran elektrokinetisch gesammelt und anschlieBend analysiert 
werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Nukleinsauren, 
Viren, Proteine, Bakterien oder Pilze in einem Mikrokanai auf einer Membran 
elektrokinetisch gesammelt und anschlieBend analysiert werden. 

3. Verfahren gemaB den Anspriichen 1 und 2, wobei die Probe auf der Membran 
derivatisiert wird. 

4. Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 3 als Probenvorbereitung fur weitere 
Analysenverfahren. 

5. Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 4 als Probenvorbereitung fur MS, 
Gelelektrophorese, PCR, TEM, Nucleinsauresequenzierung, Immundiagnostik 
und Hybridisierungen. 

6. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaB den Anspriichen 1 bis 5 
in Form eines Chip-Moduls mit eingebetteter Membran, wobei 1 -400 Kapilla- 
ren nebeneinander angeordnet sind. 

7. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, enthaltend eine Membran aus Polyethersulfon 
(PES), Polyester, vliesgestutztem Acrylpolymer, Polytetrafluorethylen 
(PTFE), Polysulfon, Polypropylen (PP), Glasfaser, Nylon oder Polycarbonat. 

8. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaB den Anspriichen 1 bis 7 
in Form eines Flachkanals zur Analyse von salzhaltigen Proben. 
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9. Verwendung der Vorrichtung gemaB den Ansprtichen 6 bis 8 zur An- 
reicherung und zur Analyse von Makromolekiilen. 

10. Verwendung der Vorrichtung gemaB den Ansprtichen 6 bis 8 in der Qualitats- 
kontrolle von biologischen Praparaten. 

1 1 . Verwendung der Vorrichtung gemaB den Ansprtichen 6 bis 8 zur direkten 
Infektionsdiagnostik. 

12. Verwendung der Vorrichtung gemaB den Ansprtichen 6 bis 8 zur ampli- 
fikationsfreien Nukleinsaureanalytik. 
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Bio.og.sche Makromo.ekaie wie ,B. Proteine und NuHe.ns.uren, aber auch Heine 
Teiiohen wie Viren und Bakterien sind sowohi diagnostisch, d. auch fur d.e medrz,- 
nische Forschung, von grader Bedeutung. 

Die etablierten Verfahren zur Charatoertsierung dieser Substanzen aus biologischen 
Matrizes sind z.T. sehr aufwendig. So wird beispieisweise fur NuHein.aure-Ana.ysen 
die Target-Nukleinsaure isoliert, anschlieBend amplifier, und mit einem gee.gneten 
Wysenverfahren ausgewerte, Die Isoliemng is. zeitaufcvendig und schwiertg zu 
automation. Um ausreichende Mengen NuHeins.ure fur die etablierten Analyser,- 
verfahren zu erhalten, muB die NuHeinsaure in einem weiteren Schritt durch Ampl- 
iation vervielfaltigt werden. Breitere Anwendung hat hier bisher nur die Polymerase 
Kettenreaktion (P.CR) gefimden. 

MU der EiektroHnetischen Probenvorbereitung" kann die gesamte Nukleinsaure- 
Anaiyt* von der Isoiierung bis zur Auswertung, auch unter Vermeidung der zusatz- 
hchen Ampliation, mi, bisher nich, gekannter Schnelligkeit und Automating 
durchgefuhrt werden. 
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Aufreinigung und Diagnose von Proteinen 



30 



Da unterschiedliche Proteine individueUe physikalische Eigenschaften haben, g,b, es 
keine universe,! anwendbaren Verfahren », Aufreinigung. Anwendung finden uber- 
w iegend chroma.ographische und elektrophoretische Verfahren, FSIIungen, UUraf.,- 
trauon Ultrazentrifugation und die Gr6BenauschluBchromatographie (Doonan, S, 
Methods hAol. B,o, 59, Totowa, NX, Humana, ,996, 405«>. For diagnost, 

sche Anwendungen - haben sich immuno.ogische Verfahren durchgesetzt, d.e 

Zielprotein iiber spezifische Antikorpererkennung hachwe.sen. 
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Aufreinigung und Diagnose von Nukleinsauren 

Um aus biologischen Material, fiir diagnostische Anwendungen, Nukleinsauren zu iso- 
lieren, sind, je nach Beschaffenheit des Materials, unterschiedliche AufschluBverfahren 
und anschlieBende Reinigungsverfahren notig. Dabei muB wiederum gewahrleistet 
sein, daB die zu isolierende Nukleinsaure nicht zerstort wird. Insbesondere RNA kann 
leicht durch ubiquitare RNAsen degradiert werden, so daB der Zusatz von Inhibitoren 
fur diese storenden Enzyme notig ist (Walker, J.M., Methods Mol Biol, 1984, 2, 
Clifton, N.J., Humana, 1984, 113ff). Im folgenden werden die zur Zeit ublichen Ver- 
fahren umrissen: 

Ein einfacher Fall fur die Gewinnung von Nukleinsaure ist die Isolierung aus einer 
reinen Bakterienkultur: Im Falle von E. coli setzt alkalische Lyse die Nukleinsaure 
frei; nach Zentrifugation und Neutralisation kann dieses Rohprodukt direkt fur PCR 
5 Ansatze verwendet werden (Rolfs, A. et al. PCR: Clinical Diagnosis and Research, 
Berlin, Springer, 1992). 

In der Regel ist das Probenmaterial fur die medizinische Diagnostik aber heterogener 
aufgebaut; Blut, Urin, Liquor, Abstrichmaterial, Sputum, Gewebeproben, Faeces, z.B. 
20 verlangen nach spezifischen AufschluBmethoden, die wiederum je nach Fragestellung 
(Detektion von Bakterien, Pilzen, Viren oder genomischer Nukleinsaure aus dem 
Tragerorganismus) modifiziert werden mussen. 

Nachfolgend eine kurze Zusammenfassung der gangigsten Aufreinigungsverfahren fur 
25 diese Proben: 

Phenolextraktion der Nukleinsaure mit Proteinase K-Behandlung. 

Retardierung der Nukleinsaure an Membranfilter; wird aufgrund der Verstopfungs- 
30 problematik nur fur vorgereinigte Proben oder gering belastete Proben - wie Urin - 
angewandt. 
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' ' , HMUn g *unden werden kennen. ermogiichen Trennungen 
Fes,phas=n, an 6 Waschschritte . Beispieie feriftr sind: a) Ab- 

von Star- und Begleitsubstanzen aural B/0 /brMi. 1994, 17, 

• rlasmilch in Natriumjodidpuffer (Maiwald, M. et al., BlOforun 
so rp«on an Glasmilch Nuld eins*ure an schwach bas 1S ch= 

Polymere (EP 0707077 u ^u^refreisetzung 
tfo „ von H worauf dann d. Behan g 20> 9?( , 974) . 

und Aufreinigung erfoige, (De. R.O, S.A^J ^ 
d) SUicamikropartiW, Mich. m Membrancn e,ng 

eenfaUs mr NuUeinsaure-Au^gung ^ ^ ^ p J se „ (EP 

austausche^mbranen (US 8322S4) ode, chem-sch mod, te e n e 

m m r » _ «a 



25 



0648777) gehoren ebenfalls zu dieser Gruppe. 



;™ Markt (zB. von Biometra), urn 
Es sind auch B e ta oeIu t ionsappara tt ,ren „ Ma* ( ^ 

makl oskopisch Proteine, Nukleinsauren oder Vre„ aus 



!5 380357). 



■ k de Mensen an Nuldeinsaure zu erhahen, schlieB. sich an die Uolierung 

Urn ausreichende Mengen an i>u 229701) 
der Nukleinsauren ublicherweise ein A.npmfikaUonsschr.tt an (EP 229701). 

. tomation der Nukleinsaure-Analytik gibt es in Form der Anionenaus- 
Ansatze zur Automation der in Ari<tnrot ion mit Pipettierrobotern 

u- „„^ Her Nukleinsaure- Adsorption mu jti H 
tauschchromatographie und NuklemS aur e in einer 

KapiUare immobihsiert, urn dann aie 



7107962). 



Aufreinigung und Diagnose von Viren 
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u ^-oKrAn i<5oliert und aufkonzentriert: 
v ,„ w e,den — 
Ultrazentrifugation, Elektroextraktion, ; Ne wYork, 

/n i Alfred Prep B ochem., 1993, Li, l>ck.k.cj, 
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m( die Pro— Oder nukieinsaureanalyuscne Verfahren nach ft**** der 
viralen Nukleinsauren eingesetrt. 



Aufreinigung 



und Charakterisierung von Bakterien 



Bakterien werden Obiicherweise duroh Aus,reichverfahren auf Nahrmedren ver.nzeU 
und hochgezogen. For die Isolienmg und Charakterisierung stehen immuno^sche 
VerfLn - z.B. durchF,uoreszenzmarkie™g - , Nukieinsaurebe— gs m e,hode„ 

T o - nach Zellyse - zur Verfugung. 

Me Verfahren, unabhangig vom Makromo.ekO,, sind zenaufwendig, bM. 
Ireiche VerdOnnungsschriue und gewahr,eis,e„ haufig nich, die Ab,re„nun S von 
Troloren. In, nachfoigenden so,, der .echnische Srand der 
, 5 und der amp,if,ka,ionslose„ Nukieinsaure- Analyik kurz skizzier, werden. 



Mikrokanale 
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30 



Die KapmareUktrophorese is, eine re,a.iv junge ana,y,ische Trenn,echn,k <S,C,a,r 

I L La, 0~ ™. «• ^ P ^ iP ^ ^ ^ TrennU " g 

Anaiyten in einer eiektrolytge^nten KapiUare durch An,egen eines Hochspannungs- 

felds zwischen den Kapillarenden. 

KapiUareiektrophoreusche Analysenverfahren werden seit mehreren Jahren zur Ana- 

„ , . ,q« 698 19-31) und neuerdmgs auch Viren (uc 

CHeller C J- Chromatogr. A, 1995, ovc, ^ 

(Heller, direkt ^ uy oder m , Uels Flu . 
4438833) eingesetzt. Die Detektion ertoigi 

, w n! ,rh Markierung der Makromolekule (Pentoney, S.L., Jr., et al. 
oreszenzdetektion nach MarKierung u PRr 
Wa „ dto ,* S-l«. coders, J.P. (Ed.) Boca Raron, CRC 

Pr s ,994) Fa. a,ie Ger»ehers,e„er bieten Ana, y senki,s fcr die Nuk,=,nsa„re-Ana- 
Zl rni, der CE an. Sei, ,995 gib, es auch einen voUau.omauscben N uk,e,nsaure- 
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Axialysator auf Basis der CE, den ABI Prism 310 von Perkin-Elmer ' (Applied 
Biosystems). Die Injektion der Nukleinsaure in die KapiUare erfolgt ubiicherweise 
elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung. Die elektrokinetische Aufgabemenge 
ist aber limitiert, da sonst Peakverbreiterung und Probendiskriminierung auftritt 
(Butler, J.M., et al. J. Chromatogr. B, 1994, 658, 271-280). 

Durch Einftthrung der laserinduzierten Fluoreszenzdetektion in die Kapillarelektro- 
phorese (St.Claire R.L., Anal. Chem. 1996, 68, 569R-586R), die von Beckman auch 
bereits kommerzialisiert ist, gelang eine deutliche Empfmdlichkeitssteigerung. Damit 
lassen sich auch intakte Viren mittels CE analysieren (DE 4438833). Proteine konnen 
nur nach spezifischer Modifikation mit Fluoreszenz detektiert werden. 



Aufkonzentrierung im Mikrokanal 

15 

Ein prinzipieller Nachteil der CE ist das geringe Injektionsvolumen, das nur wenige 
Nanoliter betragt. Es gibt eine Vielzahl von Versuchen diesen Nachteil zu kompen- 
sieren (St.Claire R.L., Anal. Chem. 1996, 68, 569R-586R). Dazu gehoren isotacho- 
phoretische Aufkonzentrierung und Stacking die beide zu einer Fokussierung der Pro- 
20 benbestandteile im Injektionsvolumen fuhren. Von Guzmann wurde 1993 eine spezi- 
fische Festphasenadsorption in der Kapillare zur Probenaufkonzentrierung zum Patent 
| angemeldet (WO 93/05390). Durch spezifische molekulare Wechselwirkung werden 

spezielle Verbindungen einer Probe festgehalten oder durchgelassen. Eine Weiterent- 
wicklung dieser Verfahren wurde von Tomlinson et al. mit der membrane 
25 preconcentration capillary electrophoresis gemacht (Tomlinson, A.J., et al. J. High 
Res. Chromatogr. 1995, 18, 381-383). Durch Einfuhren einer 
Umkehrphasenmembran in die Kapillare werden lipophile Probenbestandteile in einer 
Festphasenextraktion in der Membran festgehalten, anschlieBend mit einem orgam- 
schen Losungsmittel durch die Membran eluiert und kapillarelektrophoretisch ge- 

30 trennt. 
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CE-Chips 



Capillary Array Electrophoresis wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen, hauptsach- 
Uch fur die Nukleinsaure-Sequenzierung, entwickelt und zum Teil auch zum Patent 
angemeldet (WO 96/04547). In photolitographisch hergestellte Mikrokapillarsystemen 
warden fluoreszierende Molekule spannungsabhangig gesteuert und analyst. 

Ebenfalls auf Basis der Chiptechnologie wurden Mikromaschinen patentiert, die durch 
ein Netzwerk von Kanalen und elektrischen Schaltern eine Prozessteuerung von Lo- 
sungen zu synthetischen oder analytischen Zwecken moglich macht (WO 96/1 5450). 



0 



Amplifikationsfreic Nukleinsaure-Analysen 

Auf Basis der hohen Empfind.ichkeiten der Fvuoreszenzdereknon wurde die Durch- 
fl u D zy,ome,rie zur single mo.ecule de,ec,ion zum Paten, angemelde, (WO 90/U589). 

Die Fluoreszenzkorrelations Spek,roskopie wurde ebenfalls ftr bio.ogische Scree- 
ningverfahren aber single molecule detection eingesetz, (EP 731173* Auch Hrgh 
Throughput Nukleinsaure-Seouenzierung wird auf Basis dieser Technology be- 
arbeite. (Harding. ID, et al. Trends >n B^cnnolosy, 1992, .0, 55-57). Diese Ver- 
fahren beruhen auf dem Nachweis eines einzelnen FluoreszenzmolekMs in e,»em sehr 
kleinen Volumenelement. 

Mit der vorliegenden Erfindung so,Ue ein automatisiertes Verfahren en,wickel, wer- 
den das es erlaub. Makromo.ekule (Nukleinsauren, Proteine, Viren und Baktenen) 
aus' biologischen Materialmen, »ie z.B. Blut. Blu.plasma, Serum, Liquor, Unn, 
Gewebeproben, Pflanzen, Zellen, ZellOberstanden etc. und Aufbereitungen daraus, zu 
isolieren, aufzukonzentrieren und analyusch zuganglich zu machen. 

Der zentrale Bestandteil des Probenvorberei.ungsmoduls is. ein thermostatisierbarer 
Mikrokana, mit einer eingebraehten Membran. Dieser, mi, einer leitenden F10ss,gke, 

^ , -j c ;„ Knntakt mit auswechselbaren oder test 
gefullte Kanal, steht auf beiden Seiten in KontaKt 

6 
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* v.*- 

• , „ ™, GeftBen Durch Sas Anlegen einer Po.entialdifferervz zwischen den 

m MOgUcnfca eine Drvckdifferen* allege, kann e,n — r 

erzeug, werden. Bin. vereinfacb.e — —ng 



befmdet sich in Fig. 1-5- 



In einem Mikrokanal (1) - eine Membran (2) eingebracht d,e geergne, ,« da 

IL*. m*-*! einer f ro t d n e 

loder eine, Spannung (5) an die Enden des Mi— (3,4) «d « To. d 
72 in den Kanai inji^ (Fig. !)• Die .njektfon wird so range former* b,s s, 

„ „de Menge des gewunschten MakromolekOls im Mikrokanal befmdet. 
rjltl^e! Pale,er pH-We rt , • — * 

^ M— , Polaris der Spannung U nd Rien.ng des «en - 

, • „,i„n auf das gewunschte Zielmolekul abgestimmt »erden, so daB entweder 

:;r::— i— ttl , d e„ — ^» - — * 

festgehalten wird. 

Der Mikrokanal ha. einen .nnendurchmesser von .0-100 urn und eine Gesam.lange 
r 0 I Der Mikrokanal »ird aus eine. elektrisch nic„uei t e„dem Maiena, vv,e 

Polymer, K , ^ den Hngesemen 

LTp ylona. Polyesteracryla,, Polymery!*, Polyurethan, Po.yacrylam.d) 
k h PTFE is geeigne.. Um gtrnsuge Oberflacheneigenschaften zu erhalren kann 
ile!! el Poiyn,. besebicme. werden ( ,B. Poiyacrylamid, Siiano, 

oder Polyvinylalkohol). 

• „„ m Tvd des untersuehten Makromolekiils konnen Membranen einge- 
U ^ 8 r„ d" H - GrOBenausscMuBprinzip arbenen (U— 

r> rJi«* - - des Makromo,eko,s r 

T „ „ Die Spannweite der Membranen reich. von Mw 3000, ffir klerne 
r We od« ZZZ. - C* 6 Bena US sch,uBbereiche im unteren nm-Bereicb, «, 
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den Membranen handelt es sich um mikrostrukturierte Polymere, vorzugsweise um 
Polyethersulfon (PES), Polyester, vliesgestutztem Acrylpolymer, Polytetrafluorethylen 
(PTFE) Polysulfon, Polypropylen <PP), Glasfaser, Nylon oder Polycarbonat. 
Zusatzlich konnen lonenaustauschmembranen und Adsorptionsphasen emgesetzt 
werden. Die Wahl dieser Membranen richtet sich aber nach der Art des 
Makromolekuls und wird daher individual behandelt. 

Nach optimalem Wechsel des ProbengefaBes (3) gegen ein KonzentrationspuffergefaB 
(7) wird das injizierte Makromolekul durch Anlegen einer DruckdifFerenz (6) 
und/oder einer Spannung (5) vor oder in der Membran (2) aufkonzentriert (Fig. 2). 
Das gewunschte Makromolekul befindet sich dann in einem Volumen von wemgen 
Nanolitern. 

Nach optimalem Wechsel der GefaBe (4.7) gegen die ReagenziengefiBe (8,9) konnen 
die dort enthaltenen Losungen, Oder Bestandteile daraus, durch Anlegen e.ner 
Druckdifferenz (6) und/oder einer Spannung (5) in den Mikrokanal (!) gebrach, 
werden (Fig. 3). Die Bedingungen werden so gewahl, daB das Zielmolekul dabe, 
aufkonzentriert bleibt. Das Zielmolekul kar* auf diese Weise enzymatisch oder 
chemisch modifier., und/oder durch Hybridisierung bzw. immunologtsche 
Erkennung spezffisch erkann. werden. Die Thermostatisierbarkeit des Mikrokanals (1) 
und die Moglichkeit die Reagenziengefiifle mehrfach zu wechseln erlaub, komplexe 
Umsetzungen und zyklische Prozesse. In diesem Modifizierungsschrit. werden auch 
eventuell no.wendige Derivatisientngsreaktionen ftr eine Fiuoreszenz, 
Chemielumineszens oder laserinduzierte Fluoreszenzdetektion durchgefuhrt. 

Die erforderlichen Reaktionstemperaturen werden durch Thermostatisietung des Mi- 
krokanals (1) erreicht. Dazu wird entweder entsprechend temperierte Luft oder Flus- 
sigkei. am Mikrokanal vorbeigeleitet. Die Wandstarke des Mikrokanals wird dabe, so 
gewahlt, daB ausreichende Warmeabfuhr gewahrleistet ist. 

Nach optimalem Wechsel der ReagenziengefaBe (8.9) gegen die PuffergefaBe (.0,11) 
wird das ZielmotekOl, durch Anlegen einer Druckdifferenz (6) und/oder enter 
Spannung (5) mobilisiert (Fig. 4). Durch optische Detektionsverfahren (12), w,e 
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Absorpuon ode, Fiuoreszer*. kann das MoiekOi direk. * 0) 
bes,i,nm. wden (13). Es s.ehe„ die anaiogen De.ektionsverfahren « - der CE n,r 
Verfugung (St.aaire R.L., Anal. Ota* 1996, 68, 569R-586R). 

Dazu w ird der Mikrokana. entweder kompiet. oder an einer S.elle transparent fcr 
optische Strah.ung gemacht Da*. muB die Transmission^ Anregung S s.rahlung und 
L F,uo™.rahiung gewahrieistet sein. Vorzugswe.se handeU es «ch urn 
gangs eriau.er.en nich.,ei.enden Ma.eriaiien. Die Fluoreszenzs.raMun g - » «- 
definierten Winke, von 0-.80° senkrech, oder in Reflexion zur EmstrahiweUeniange 
gemessen. Vorzugsweise vrird bei 45° Oder 90" eingestrahl.. 

Das hochkonzentrierte Analysentarge, stent aber auch fflr weitergehende Anaiysen zur 
« (Fi, 5). So ka™ das Zi—, in das ***** 00 oder ,n oder 
auf ein beliebiges anderes Analysentarget fraktioniert werden. 

ta AnaiysengeM (.4) bennden ,-.000 m . eines <ur die wei.ere Anaiyse geeigneten 
Puffers Beispieisweise handeU es sich un, PBS-Puffer, Tris/Bora, oder e.ne Tn - 
SLwJ Bei den. Anaiysengefan (U) kann es sich auch urn e,n plana, 
^len.arge. handein, beispieisweise urn einen nrassenspek— cb n 
P^r^e Der eiektrische Kontak, wird e„.weder direk. uber das ,e,.ende 
Centarge. erreich. oder durch Be„e,zung der ObernSche — E.ek.rode und 
Mikrokanal mi. einer etektrisch lei.enden Fluss.gken. 

Wird der Kana. zusauiich verzweigt kann das aufkonzen.riertc Zie,mo.ek0> durch 
Zch .en von D~ck oder Spannung in we,ere Kanaie <ur — « 
Oder U».se«zungen gebrach. warden und is. daher direk. kompaubei - der CE-Ch,p 
technologie (WO 96/04547). 

Fraktionierte Makronroiekuie kennen mit aiien denkbaren Verfahren 

eiuiert und kann direk, in geeignete flossige Matrices oder auch auf feste Probentrag 

aufgebracht werden. 
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Eine schematise Darstellung des parallelen Aufbaus befindet sich in Fig. 6. Die Mi- 
krokanale (1) werden aus nichUeitenden Materialien, wie Polymer, Keramik, Glas, 
Quarz oder Keramik (15) hergestellt und gegebenenfalls beschichtet. Die Kanalblocke 
werden mit einer Membranzwischenschicht (2) zusammengefugt, so daB die Kanale an 
der Membran aufeinanderstoBen. Die Anordnung der Kanale richtet sich nach dem 
Probenformat. Nicht dargestellt sind die nachfolgenden Zusatzeinrichtungen. Zur Ab- 
fuhr der Joulschen Warme werden gegebenenfalls zusatzliche Thermostatisierelemente 
eingefuhrt. Die Kanale werden an den Enden so verjungt, daB Sie in jeweiligen Ge- 
flfie eingefuhrt werden konnen oder sind dicht mit fest installierten GefaBen 
verbunden. Fur den elektrischen Kontakt werden, entweder an den Kanalenden oder 
in den GefaBen, Elektroden angebracht und mit einer Hochspannungsquelle versorgt. 

Fur die Thermostatisierung werden beispielsweise Kanale in den Analysenblock 
gelegt die senkrecht zur Richtung und zwischen den Ebenen der Mikrokanale liegen. 
Durch diese Kanale kann entsprechend temperierte Luft oder Flussigkeit gepumpt 

werden. 

Fur eine deutlich schnellere Aufkonzentrierung der Proben wurde eine parallele 
Kapillaranordnung entwickelt. Die schematische Darstellung dieses Moduls befmdet 
sich in Fig: 7. Neben dem Mikrokanal (1) befindet sich der deutlich breitere Kanal 
(16) Die Hohe des Kanals entspricht der Dimension des Mikrokanals (10-100 urn), 
so daB die Joulsche Warme nach wie vor gut abgefuhrt werden kann. Die Breite des 
Kanals (100 m bis 10 mm) erlaubt aber Flusse die urn bis zu 10> hoher liegen als ,m 
Mikrokanal (1). Die Membran wird zwischen die Modulblocke (15) eingespannt. Das 
gesamte Modul ist damit 3 bis 10 cm lang, 1 bis 50 mm breit und 0, 1 bis 50 mm stark. 
Die Kanalenden sind wiederum entweder mit austauschbaren oder fest instalherten 
ProbengefaBen verbunden. Durch parallele Anordnung kann auch ein analoger Aufbau 
wie in Fig 6 erreicht werden. Die Makromolekule werden im Kanal (16) auf- 
konzentriert und dann uber den Transferkanal (17) in den Mikrokanal uberfuhrt und 
analog den Verfahren aus Fig. 1-6 weiter bearbeitet. Die schematische Anreicherung 
von Makromolekulen mit dieser schnellen Aufkonzentrierung ist am Beisp.el von 
Nukleinsauren nachfolgend beschrieben. 
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K .kleinsaure aus salzhaltiger. Losung erfolgt durch Anlegen. . 
Die Anreicherung von Nuklemsa ^ ^.^ 

„ *n den Flachkanal (16) (Fig. »a). rxeoei 
einer Spannung anden F au! der Probe mJ , ziert . 

Anionen (Beine schwarze Kuge.^ und wefden damit vo „ der 

Die a— so ^ beibeha , ten , bis alle Nu „en 

Nuklemsaure entfernt. D.e bp s nun OTischen dero 

an d er Me*— he — ^^J eineSpamlungang e leBt ,so 
<•« «- < to »^£^^ W „ - der groBen 

wander, die »<**T™J „ Membran des Mi— s (Fig. So, und 

"■^^.rnT-^*"- - — (re 3 - 6) - verfiisuns f 

kora enme rt en MaKromo^i durchgefuhr, warden. 
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• ~*<> n Ptablierten Verfahren (Lyse, 

Hydrolyse, Uttrasctiau, p vlr . k tionspuffer versetzt. Der 

■ mil einern geeigneten sauren Extrakuonspun 
seE t und m,t ernem g g Bestm d,eile der 

*~ —dung rragen. Un,erha,b eines pH- 

L6sung ta „ — negaUvc „ B1 adun g nrebr. 

Wert, von ca. 5 ze. b en Phosphor s S ure oder 

Es Wnnen anorgamsche Sauren £ ocler Sul . 

Schwefeisaure w.e auch organrsche Phos ho, 

.inmaeul werden. Vorzugsweise wird aber ein y 
T7Z Po^— re) einge- 

bundener, saurer lonenaustausc hers wird der saure pH- 

setzt. Durch Verwendung des einzufuh ren. Die 

irht ohne zusatzlich Anionen in die Losung einzu 
Wert erreicht ohne zusa ^ 
elektrokinetischeNuklemsaure-Extraktion 

, , • - « wird aus dieser sauer gepufferten Losung elektro- 
Die Nukleinsaure wird aus d ^ 

phor e t isch extrahiert. Dazu ^ » ^h Die Elektrode im Puffe, 
^undaufka^ ^ ^ 

gefaB (4) (Fig- 0 wird auf anod.sches 
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Mikrokanal (1) wird mit einer elektrisch leitenden Fliissigkeit gefullt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts richtet sich nach der Art der 
ImmobUisierungstechnik. Vorzugsweise handelt es sich urn einen waB- 
rigen Puffer auf Borat-, Phosphat- oder Citrat-Basis. Auch Glyciti ist 
ein geeignetes Pufferion. Die Pufferkonzentration liegt zwischen 10 
und 100 mMol/1. Der pH-Wert liegt zwischen 2,5 und 8,5. Beispiels- 
weise Natriumcitrat (20 mmol/1, pH 5.0) oder Tris/Borat (100 mmol/1, 
pH 8,5). Wahlweise wird ein Modifier, vorzugsweise ein chaotropes 
Agens, wie z.B. Harnstoff in molarer Konzentration zugesetzt. Die 
Aufgabe kann mittels UV- oder Fluoreszenzdetektion - nach vorheriger 
Derivatisierung - im Mikrokanal (1) verfolgt werden. 

Die extrahierte Nukleinsaure wird im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran unter Beibehaltung der Spannung immobilisiert und konzen- 
triert (Fig. 2). Fiir Nukleinsauren eignen sich zusatzlich zu den Groflen- 
ausschlulJmembranen auch weiche Anionenaustauscher beispielsweise 
auf Aminbasis. Vorzugsweise handelt es sich urn Alkylamin-, Imidazol- 
oder Pyrolhdon- substituierte Polymere. Die Nukleinsauren konnen 
auch durch Adsorption an Membranen retardiert werden. Beispiels- 
weise enthalten die Membranen Nanopartikel, vorzugsweise Silica- 
basierend oder Metalloxidpigmente. Mit immobilisierten Oligonukleo- 
tiden werden spezifische Nukleinsaurestrange durch Festphasenhybridi- 
sierung immobilisiert. 

Die auf wenige Nanoliter konzentrierte Nukleinsaure kann vielfaltig 
m odifiziert und analysis werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem 
erlaubt die Zufuhrung und Abfuhrung von Reagenzien mittels Druck 
Oder Spannung. Die Polaritat der Spannung wird wie bei der Extrak- 
tion und Fokussierung beibehalten. Kombiniert mit einer geeigneten 
Temperaturregelung sind in dem Mikrosystem enzymatische Spaltun- 
gen, Sanger-Sequenzierungen, Gensonden-Hybridisierung, aber auch 
PCR-Reaktionen moglich. 
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Beispielsweise kann die Nukleinsaure mit interkalierendeh FarbstofFen 
markiert werden. Vorzugsweise handelt es sich um fluoreszierende 
Derivate, wie Ethidiumbromid, Acridinorange, bzw. deren Dimeren 
wie 1 , 1 '-(4,4,7,7-Tetramethyl-4 ( 7diazaundecamethylen)-bis-4-[3-me- 
thyl-2,3-dihydromethylKbenzo-l,3-oxazol)-2methyliden]-chinolinium 
Tetraiodid (YOYO). Die Wahl des Farbstoffes richtet sich in erster 
Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. YOYO ist beispielsweise 
ideal fur die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit einem Argon- 
Laser, wahrend das entsprechende YOPRO-Dimer ideal zum Infrarot- 
Laser paCt. Diese FarbstofFe zeichnen sich auch dadurch aus, daB kaum 
Hintergrundfluoreszenz auftritt, da diese FarbstofFe nur im inter- 
kalierten Zustand fluoreszieren. Das positiv geladene YOYO kann bei- 
spielsweise vom Reaktionsgefafi (9), unter Beischaltung der Fukussier- 
spannung, elektrokinetisch eingefiihrt werden. 

Deutlich hohere Spezifitat kann beispielsweise durch eine fluoreszenz- 
markierte Gensonde erreicht werden. Die Gensonde besteht aus einer 
zur Zielnukleinsaure komplementaren Nukleotidsequenz die eine oder 
mehrere FluoreszenzfarbstofFe tragt. Die Wahl des Farbstoffes richtet 
sich in erster Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. Fluorescein- 
isothiocyanat oder reaktive Cumarinderivate werden vorzugsweise fur 
die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit einem Argon-Laser 
eingesetzt. 

Enzymkatalysierte Reaktionen wie Restriktionsenzymverdau, PCR- 
Reaktion und Sanger Sequenzierung werden durchgefiihrt indem die 
erforderlichen Enzyme und benotigten Substrate zur Nukleinsaure im 
Mikrokanal transportiert werden. 

1.5. Die konzentrierte Nukleinsaure kann in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und steht fur weitere Analysen zur Verfugung. 
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Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal und 
das PufFergefaB (1 1) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben ge- 
nannten Zusammensetzung gefullt. Als nachfolgende Analysen konnen 
PCR-Reaktion, CE-Trennungen, DNA-Sequenzierungen, Hybridisie- 
rungsreaktionen massenspektrometrische Analysen oder molekular- 
biologische Verfahren durchgefuhrt werden. 

1.6. Innerhalb des Mikrosystems ist die Nukleinsaure elektrophoretisch 
analysierbar (Fig. 4). Wie bei der Elution wird das PufFergefaB (10) da- 
bei auf anodisches Potential gebracht. In einem geeigneten Siebmedium 
konnen Nukleinsaure-Fragmente groBenabhangig getrennt werden. 

Die PuffergefaBe (10,11) sowie der Mikrokanal (1) werden dazu mit 
einer polymerhaltigen Pufferlosung gefullt. Vorzugsweise handelt es 
sich dabei urn lineare losliche Polymere zum Beispiel Acrylamid, Poly- 
vinylalkohol, Zellulose (modifiziert und unmodifiziert), Dextran, oder 
Agarose. Die sonstige Pufferzusammensetzung entspricht der allge- 
meinen Zusammensetzung. 

1.7. Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Sonden, fluoreszenzmar- 
kierter Terminatoren in der Sanger-Sequenzierung oder interkalieren- 
der Farbstoffe ist eine direkte Fluoreszenzdetektion der Nukleinsaure 
im Mikrosystem moglich. 



Viren 



2. 1 Die virushaltige Probe wird auf einen solchen P H-Wert gebracht, dafi 
das zu untersuchende Virus, oder die zu untersuchenden Viren, eine 
negative UberschuBladung tragt. Falls erforderlich konnen vorher Nuk- 
leaseverdaus oder Virusmodifikationen durchgefuhrt werden. 
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Die geeigneten Puffer sind bereits im allgemeinen Verfahren beschrie- 
ben worden. Der pH-Wert des Puffers mufl deutlich uber dem pK-Wert 
des Virus liegen. Auf saure Puffer wie Natriumcitrat wird daher ver- 
zichtet, ebenso finden Modifizierungsreagenzien keine Anwendung. 

\ Nukleaseverdaus werden vorzugsweise durch Zugabe von RNAsen 

oder DNAsen durchgefuhrt. Hervorragend geeignet ist beispielsweise 
die Benzonase. Modifizierungsreaktionen konnen in Form von Anfar- 
bungsreaktionen mit interkalierenden Farbstoffen (vgl. 1 .4) oder durch 
Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchgefuhrt wer- 

) den. Die Wahl des Farbstoffes richtet sich in beiden Fallen nach der 

gewahlten Detektionsart 

2.2. Die negativ geladenen Viren werden aus dieser gepufferten Losung 
elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode 

5 gebracht und auf kationisches Potential gebracht. Die Elektrode im 

PuffergefaB (4) (Fig. 1) wird auf anodisches Potential gebracht und der 
Mikrokanal (4) wird mit einer elektrisch leitenden Flussigkeit gefullt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts entspricht der allgemeinen 
Pufferzusammensetzung. Die Aufgabe kann mittels XJV oder Fluores- 

0 zenz verfolgt werden. Wahrend der Injektion kann zusatzlich eine 

Druckdifferenz zwischen den PuffergefaBen (3 und 4) angelegt werden. 

2.3. Die extrahierten Viren werden im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Die Membran ar- 

5 beitet nach dem GroBenausschluBprinzip, wobei die PorengroBe virus- 

abhangig zwischen 1 0 und 200 nm liegt. 

2.4. Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Viren konnen vielfaltig modi- 
fiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem erlaubt 

0 die Zufuhrung und Abfuhrung von Reagenzien mittels Druck oder 

Spannung. Kombiniert mit einer geeigneten Temperaturregelung sind 
in dem Mikrosystem alle Derivatisierungsverfahren fur Proteine und 
Nukleinsauren moglich (vgl. 1.4 und 3.4). Die Viren konnen auch auf 
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der Membran lysiert und anschliefiend die Nukleinsauren und/oder die 
Proteine analysiert werden (vgl. 1.4-1.7 und 3.4-3.7). 

Die GroBenausschluflmembran muB im Fall der Viruslyse so dimensio- 
niert sein, daB die Zielproteine, bzw. Nukleinsauren ebenfalls retardiert 
werden. Es ist prinzipiell jedes Lyseprotokoll geeignet. Vorzugsweise 
finden denaturierende Bedingungen wie extreme pH-Werte, chaotrope 
Reagenzien oder Detergenzien Anwendung. Beispiele sind verd. Na- 
tronlauge, Guanidinium-Hydrochlorid oder Natriumdodecylsulfat 
(SDS). Durch Verwendung nichtionischer Detergenzien (z.B. NP-40) 
kann von behiillten Viren die Lipoproteinmembran entfernt werden. 

Die konzentrierten Viren konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und stehen fur weitere Analysen zur Verfligung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal (1) 
und das PuffergefaB (1 1) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 
genannten Zusammensetzung gefiillt. Nach Fraktionierung in ein 
puffergefulltes AnalysengefaB (14) konnen mit den Viren beispiels- 
weise Pathogenitatsassays oder CE-Trennungen durchgefuhrt werden. 
Nach Fraktionierung auf ein planares Analysentarget (14) konnen die 
Viren beispielsweise direkt elektronenmikroskopisch untersucht wer- 
den. 

Innerhalb des Mikrosystems sind die Viren elektrophoretisch anaiysier- 
bar. Wie bei der Elution wird das PuffergefaB (10) dabei auf anodi- 
sches Potential gebracht (Fig. 4). 

Durch Verwendung fluoreszenzmarkierender Verfahren flir Proteine 
oder Nukleinsauren (vgl. 1.4 und 3.4) konnen die Viren auch fluores- 
zenzspektroskopisch identifiziert werden. 
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3. Proteine 

Die proteinhaltige Probe wird auf einen pH-Wert gebracht der min- 
destens eine log-Stufe neben dem pK-Wert des Proteins liegt. Wenn es 
die Loslichkeitseigenschaften des Proteins erlauben, wird der pH-Wert 
unterhalb des pK-Werts des Proteins gelegt, so daB das Protein positiv 
geladen vorliegt. Im folgenden soil dieser Fall durchdiskutiert werden. 
Fur negativ geladene Proteine kehren sich die Spannungsverhaltnisse 
entsprechend urn. Geeignete Puffer entsprechen den allgemeinen 
Bedingungen. Vorzugsweise fmden alkaligepufferte Phosphat- und Ci- 
tratpuffer Anwendung, z.B. Natriumcitrat, 20 mmol/1, pH 2,5. 

15 3.2. Die positiv geladenen Proteine werden aus dieser gepufferten Losung 

elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode 
gebracht und auf anionisches Potential gebracht. Die Elektrode im 
PuffergefaB (4) (Fig. 1) wird auf kathodisches Potential gebracht und 
der Mikrokanal (4) wird mit dem Puffer gefullt. Die Zusammensetzung 

20 des Elektrolyts richtet sich nach der Art der Immobilisierungstechnik 

und entspricht den allgemeinen Bedingungen. Wahlweise wird ein Mo- 
difier, vorzugsweise ein organisches Losungsmittel, wie z.B. Methanol 
zwischen 5 und 30 % zugesetzt. Die Aufgabe kann mittels UV- odcr 
Fluoreszenzdetektion - nach vorheriger Derivatisierung - im Mikro- 

25 kanal (1) verfolgt werden. 

3.3. Die extrahierten Proteine werden im Kanal mit Hilfe der eingebrachten 
Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Neben den GroBen- 
ausschluBmembran eignen sich fur Proteine auch Ionenaustauscher- 
30 membranen. Fiir negativ geladene Proteine finden als weiche Anionen- 

austauscher vorzugsweise DEAE-Phasen Anwendung. Als starke 
Anionenaustauscher finden hauptsachlich quartare Ammoniumphasen 
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Verwendung. In dem hier diskutierten Fall der kationischen Proteine 
eignen sich als weiche Austauscher hauptsachlich Carbonsaure-Phasen 
und als Starke Austauscher Sulfonsaurephasen. Fiir spezielle Proteine 
konnen die Membranen mit entsprechenden Antikorpern belegt werden 
5 und so liber Affmitat angereichert werden. 

3.4. Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Proteine konnen vielfaltig mo- 

difiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das offene Kanalsystem erlaubt 1 
die Zufuhrung und Abfuhrung von Reagenzien mittels Druck oder 
1 0 Spannung. Die Polaritat der Spannung wird wie bei der Extraktion und 

Fokussierung beibehalten. Kombiniert mit einer geeigneten Tempera- £ 
turregelung sind in dem Mikrosystem enzymatische Spaltungen, 
Komplexierungen, chemische Derivatisierungen oder Antikorperbin- 
dungen moglich. 

15 

Beispielsweise kann das Protein mit Reaktivfarbstoffen umgesetzt 
werden. Vorzugsweise handelt es sich um aminspezifische Farbstoffe 
wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Die Wahl des Farbstoffes 
richtet sich in erster Linie nach der gewahlten Detektionseinheit. FITC 
20 ist beispielsweise ideal fiir die Fluoreszenzdetektion nach Anregung mit 

einem Argon-Laser. 

Deutlich hohere Spezifitat kann beispielsweise durch fluoreszenzmar- | 
kierten Antikorpern erreicht werden. Bei der anschlieBenden Trennung 
25 wird dann der Protein-Antikorper-Komplex mittels Fluoreszenz be- 

stimmt. 



3.5. Die konzentrierten Proteine konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanolitern eluiert 
30 werden und stehen fur weitere Analysen zur Verfugung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Kathode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig. 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal und 
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, das PuffergefaB (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 

genannten Zusammensetzung gefullt. Als nachfolgende Analysen 
konnen CE-Trennungen, massenspektroraetrische Analysen, Enzym- 
assays, Bindungsstudien oder immunologische Verfahren durchgefuhrt 
5 werden. 



3.6. Innerhalb des Mikrosystems sind die Proteine elektrophoretisch analy- 
sierbar (Fig. 4). 

3.7. Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikorper, fluoreszierender 
Enzymsubstrate, fluoreszierender Bindungspartner oder Derivatisie- 
rungsreagenzien konnen die Proteine auch fluoreszenzspektroskopisch 
identifiziert werden. 



15 4. Bakterien 

4.1. Die bakterienhaltige Probe wird auf einen solchen pH-Wert gebracht, 
daB das zu untersuchende Bakterium eine negative UberschuBIadung 
tragt. Falls erforderlich konnen vorher Nukleaseverdaus oder Protein- 
20 modifikationen durchgefuhrt werden. 



Die geeigneten Puffer sind bereits im allgemeinen Verfahren beschrie- 
ben worden. Der pH-Wert des Puffers muB deutlich ubcr dem pK-Wert 
des Bakterium liegen. Auf saure Puffer wie Natriumcitrat wird daher 

25 verzichtet, ebenso finden Modifizierungsreagenzien keine Anwendung. 

Nukleaseverdaus werden vorzugsweise durch Zugabe von RNAsen 
oder DNAsen durchgefuhrt. Hervorragend geeignet ist beispielsweise 
die B enzonase. Modifizierungsreaktionen konnen in Form von Anfar- 
bungsreaktionen mit interkalierenden Farbstoffen (vgl. 1.4) oder durch 

30 Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchgefuhrt wer- 

den. Die Wahl des Farbstoffes richtet sich in beiden Fallen nach der 
gewahlten Detektionsart. 
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4.2. Die negativ geladenen Bakterien werden aus dieser gepufferten Losung 

elektrophoretisch extrahiert. Dazu wird in die Losung eine Elektrode j 
gebracht und auf kationisches Potential gebracht. Die Elektrode im 
PuffergefaB (4) (Fig. 1) wird auf anodisches Potential gebracht und der 
Mikrokanal (4) wird mit einer elektrisch leitenden Flussigkeit gefiillt. 
Die Zusammensetzung des Elektrolyts richtet sich nach der Art der 
Immobilisierungstechnik. Die Aufgabe kann mittels UV oder Fluores- 
zenz verfolgt werden. 



10 43 ■ Die extrahierten Bakterien werden im Kanal mit Hilfe der einge- 

brachten Membran immobilisiert und konzentriert (Fig. 2). Die Mem- m 
bran arbeitet nach dem GroBenausschluBprinzip (Ultrafiltrationsmem- j 
bran) oder dem Ionenaustauscherprinzip (Anionenaustauscher). Vor- | 
zugsweise finden Membranen fur die Sterilfiltration mit einer Aus- j 
schluBgroBe von 0, 1 - 0,45 um Verwendung. Es konnen aber auch die j 
gleichen Anionenaustauscher wie fur die Proteine eingesetzt werden 
(vgl. 3.3.) 
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4.4. Die auf wenige Nanoliter konzentrierten Bakterien konnen beispiels- 
weise auf der Membran lyophilisiert und anschlieBend die Proteine oder 
Nukleinsauren vielfaltig modifiziert und analysiert werden (Fig. 3). Das 
offene Kanalsystem erlaubt die Zufuhrung und Abfuhrung von Rea- 
genzien mittels Druck oder Spannung. Kombiniert mit einer geeigneten 
Temperaturregelung sind in dem Mikrosystem alle Derivatisierungsver- 
fahren fur Proteine und Nukleinsauren moglich (vgl. 1 .4 - l .7 und 3.4 - 
3.7). 

Die GroBenausschlufimembran mu/3 im Fall der Bakterienlyse so di- 
mensioniert sein, dafi die Zielproteine, bzw. Nukleinsauren ebenfalls 
retardiert werden. Es ist prinzipiell jedes Lyseprotokoll geeignet. Vor- 
zugsweise finden denaturierende Bedingungen wie extreme pH-Werte, 
chaotrope Reagenzien oder Detergenzien Anwendung. Beispiele sind 
verd. Natronlauge, Guanidinium-Hydrochlorid, HarnstofF oder Na- 
triumdodecylsulfat (SDS). 
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4.5. Die konzentrierten Bakterien konnen in einem geeigneten Puffer durch 
Anlegen von Druck und/oder Spannung in wenigen Nanoliter eluiert 
werden und stehen fur weitere Analysen zur Verfugung. 

Die Spannung wird dazu umgepolt, so daB nun die Anode im Analy- 
sengefaB (14) (Fig, 5) liegt. Vorzugsweise wird der Mikrokanal (1) 
und das PufFergefafi (11) vorher mit einem waBrigen Puffer der oben 
genannten Zusammensetzung gefullt. Nach Fraktionierung in ein puf- 
fergefiilltes AnalysengefaB (14) konnen mit den Bakterien beispiels- 
weise Pathogenitatsassays oder elektrophysiologische Experimente 
durchgefuhrt werden. Nach Fraktionierung auf ein planares Analysen- 
target (14) konnen die Bakterien beispielsweise direkt licht- oder 
elektronenmikroskopisch untersucht werden, oder z.B. mikrobiolo- 
gisch auf einer Agarplatte uber Plaques identifiziert werden. 



4.6. Innerhalb des Mikrosystems sind die Bakterien elektrophoretisch analy- 
sierbar (Fig. 4). 

4.7. Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikorper oder fluoreszie- 
render Bindungspartner konnen die Bakterien auch fluoreszenzspek- 
troskopisch identifiziert werden. 

Alle gangigen Verfahren der Makromolekiil-Isolierung setzen die Prozessierung des 
gesamten Probenvolumens durch das Extraktionsmedium voraus. Die Handhabung 
groBvolumiger Proben verhindert aber die Miniaturisierung die ihrerseits unbedingt 
notig ist urn die Analysengeschwindigkeit und die Sensitivitat zu steigern. Durch die 
Kombination von direkter elektrophoretischer Extraktion mit einer Immobilisierungs- 
membran im MikromaBstab ist es erstmals moglich groBe Probenvolumina direkt mit 
einer Nanoanalysentechnik zu kombinieren. 

9 
* 

Gegenuber den etablierten Verfahren zeichnet sich das Verfahren vor allem durch die 
vereinfachte Isolierung und extreme Anreicherungsraten aus. 
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Wird die Probe elektrophoretisch oder mit Dnick aus dem Mikrokanal eiuiert, konnen 
anschlieBend weitere Nanoanalysenverfahren durchgefiihrt werden. Nach Verdunnung 
steht die isolierte Probe auch fur konventionelle makroskopische Analysenverfahren 
zur Verftigung. Das Verfahren stellt dann ein sehr efFizientes Probenvorbereitungs- 
modul fur diese Techniken dar. 



Durch die Aufkonzentrierung von Nukleinsauren konnen in vielen Fallen zusatzliche 
Amplifikationsschritte vermieden werden. Das Verfahren kann damit beispielsweise 
die PCR ersetzen. 

Das Verfahren kann auch als AufschluBverfahren fur Viren, Bakterien und andere 
Zellen eingesetzt werden. Beispielsweise wird Bakteriummaterial isoliert, 
anschlieBend wird das Bakterium im Mikrokanal aufgeschlossen und die freigesetzte 
Nukleinsaure derivatisiert und analysiert. 

Das Verfahren kann vorteilhaft zur direkten Nukleinsaure-Sequenzierung fur 
Diagnostik und Forschung eingesetzt werden. Im Falle menschlicher DNA ist hierbei 
eine Analyse auf erbliche genetische Defekte moglich, die durch Deletionen, 
Mutationen oder Translokationen hervorgerufen werden. Als mogliche Einsatzgebiete 
seien hier genannt: Cystische Fibrose, Downs Syndrom, Sichelzellanamie, 
Huntington s Chorea, Hamophilie A und B. Eine weitere Anwendung dieser 
Nukleinsaureanalytik liegt in der Tumordiagnostik sowie der allgemeinen Erkennung 
fur genetische Pradispositionen fur bestimmte Krankheiten. Hierbei ist die Analyse 
von Tumorsuppressorgenen und Oncogenen von besonderem Interesse. 

Eine weitere Verwendung liegt in der Kombination mit Nukleinsaureamplifizierungs- 
verfahren (wie z. B. PCR). 



Das Verfahren kann auch zur direkten Gensondenanalytik von medikamentenresisten- 
ten Keimen oder zur Subklassifizierung eingesetzt werden. 



v* v yot juo / j. - . 1 




Als Qiialitatssicherungsmethode ermoglicht die Erfindung auch die Kontrolle von gen- 
technologisch hergestellten Produkten, bei denen Nukleinsaurefreiheit gewahrleistet 
sein mufl. 

5 Die Untersuchung von intakten Viren, Bakterien oder deren Nukleinsaure oder deren 
Proteine kann fur die Infektionsdiagnostik eingesetzt werden. Auch Nukleinsauren 
oder Proteine von Pilzen oder Parasiten konnen fur diese Zwecke analysiert werden. 
Als wichtigste virale Vertreter seien hier exemplarisch im Falle der Viren HIV lu. 2, 
HTLV, HSV, CMV, HPV, Hepatitis A, B, C, D, E, F, G , VZV, Rotaviren, EBV und 
10 Adenoviren genannt. Zu den wichtigsten bakteriellen Vertretern gehoren unter an- 
deren Chlamydien, Mycobakterien, Shigella, Campylobacter, Salmonellen, Neisserien, 
Staphylokokken, Streptokokken , Pneumokokken. Bei den Pilzen zahlen zu den 
wichtigsten Pathogenen Candida, Aspergillus sowie Cryptococcus. 

1 5 Ein weiteres Einsatzgebiet ist in der Sicherheitsiiberwachung von biologischen Proben 
zu sehen. Die Bedeutung liegt hier z.B. bei der Uberprufiing von Blutspenden sowie 
aller aus Blut hergestellter Produkte. Die Einsatzgebiete entsprechen weitgehend 
denen der Infektionsdiagnostik. 

20 Dieses Verfahren erlaubt erstmals den direkten hochsensitiven Nachweis von intakten 
Viren. Dabei konnen beliebige, auch unbekannte Viren direkt gemessen werden. Dies 
hat sowohl fur die Infektionsdiagnostik, als auch fur die Sicherheit von Produkten aus 
biologischen. Materialien enorme Bedeutung, da mit alien anderen Verfahren nur 
spezielle Viren individuell nachgewiesen werden konnen. 

25 

Die durch elektrokinetische Probenvorbereitung erhaltenen Proteine sind aufgrund 
ihrer Anreicherung und Aufreinigung einer anschlieCenden immundiagnostischen 
Analytik leichter zuganglich. Hierbei haben in Humandiagnostik verschtedene 
Proteine wie z. B. Transferrin, Fibrinogen, B-2 Microglobulin, hCG oder 
30 Tumormarker (AFP, CEA, CA 1 5-3, CA 19-9) hohe diagnostische Relevanz. 
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Elektrokinetische Injektion von Nukleinsa 



nsaure 



10 



15 



Zur Uberprufung der elektrokinetischen Injektion von Nukleinsaure wurde Modell- 
DNA durch das Anlegen von Spannung in einen Mikrokanal injiziert und mittels UV 
vermessen. Das Experiment sollte zeigen, daB es moglich ist Nukleinsaure elektroki- 
netisch zu extrahieren. 

Es wurde eine Verdiinnungsreihe von pBr-DNA (Boehringer Mannheim) von 250 bis 
1,25 mg/1 hergestellt und im Probengefafi vorgelegt. Nach der Injektion wurde elek- 
trophoretisch getrennt. Die Mefibedingungen befinden sich in Tabelle 1. 

Tragt man die Peakflachen gegen die DNA-Konzentration auf, so zeigt sich eine 
Sattigung der Peakflachenzunahme fiir hohe DNA-Konzentrationen. Die injizierte 
DNA-Menge wird iiber 100 mg/1 durch den elektrischen Strom und nicht durch die 
DNA-Konzentration limitiert. Damit konnte gezeigt werden, daB Nukleinsaure iiber 
einen weiten Konzentrationsbereich elektrokinetisch aus einer Losung aufkonzentriert 
werden kann. 
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Tabelle 1: MeBparameter zur elektrokinetischen Nukleinsaure-Injektion. * 



Spannung: 


-20 kV 


Puffer; 


Natnumcitrat (20 mmol/l, pH 5.0, Fluka) 


Kapillare: 


PVA-gecoatete Quarzkapillare, 50 urn Innendurchmesser, 
64,5 cm Lange, 56 cm zum Detektor (Hewlett-Packard, 
Waldbronn") 


Kapillarelektro- 
phoresegerat: 


3H HPCE (Hewlett-Packard, Waldbronn) 


Temperatur: 


25°C 


Detektion: 


DAD 190-600nm, X. 260 + 8 nm 


Injektion: 


elektrokinetisch (20 sec x -10 kV 


Spulen der Kapillare 
vor der Injektion: 


1 . Wasser ( 1 min, 5 x 1 0 4 Pa) 

2. Puffer (3 min, 5 x 10 4 Pa) 



5 

Wiederfindungsrate von GrofienausschluBmembran 

Zur Uberprufung der Retardierung von Nukleinsaure an einer GroBenausschluBmem- 
bran wurde pBr-DNA elektrokinetisch in den Mikrokanal injiziert und anschlieBend 
elektrophoretisch im Kanal zur Anode mobilisiert. Zwischen dem Injektionsende des 

1 0 Kanals und der im Kanal vorhandenen GroflenausschluBmembran befand sich ein UV- 
Detektor (vgl Fig. 4). Die pBR-DNA (250 mg/1) wurde am Detektor vorbei 
elektrophoriert und die Elektrophorese wurde so lange fortgesetzt, daB die DNA den 
Kanal ohne Membran bereits verlassen hatte. Dann wurde die Spannung umgepolt 
und so die retardierte DNA wieder am Detektor vorbei bewegt Die MeBparameter 

1 5 befinden sich in Tabelle 2. 
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Tabelle2: Mefiparameter zur elektrophoretischen Nukleinsaure-Wiederfindung 

von einer GroflenausschluBmembran. 



Spannung: 



Puffer: 



Kapillare: 



Membran: 



Kapiilarelektro- 
phoresegerat: 



Temperatur: 
Detektion: 



-lOkVfur lOmin, dann + lO kVfiir lOmin 



Tris/Borat (100 mmol/1, pH 8,5) 



gecoatete Quarzkapillare, 75 M m lrmendurchmesser, 34 cm 
Lange, 8,5 cm zum Detektor (Biar^ M ,w h ^ n) 



Nach au cm wurde die Kap.llare getrennt und nach Einfuhrung 
der Membran (memfil PCTE 10 nm von Membrapure) mh 
emem Teflonsc hrumpfschlauch wieder verb undpn " 
3H >HPCE (Hewlett-Packard, Waldbronn) 

25°C 

DAD 1 90-600 nm, X 260 + 8 nm 



Injektion: I elektrokinetisch (10 sec x -10 kV) 

Spiilen der Kapillare 1 . Wasser ( ] min, 5 x 1 0 4 Pa) 
vor der Injektion: 1 2. Puffer (3 min, 5 x 10 4 Pa) 



Die elektrokinetisch injizierte DNA migrierte nach 1,7 min durch den UV-Detektor. 
Ohne GroBenausschlufimembran wiirde die DNA nach 7 min den Kanal wieder ver- 
lassen. Die Elektrophorese wurde aber insgesamt 10 min fortgesetzt und dann die 
Spannung direkt umgepolt. Die retardierte DNA in der Kapillare wanderte wieder 
zuruck durch den UV-Detektor. Nach 12,05 min konnte ein Signal detektiert werden 
das exakt der Peakflache der injizierten DNA entsprach. Das analoge Experiment mit 
3-Nitrobenzolsulfonsaure zeigte, wie erwartet, nur den Injektionspeak und damit 
keine Retardierung an der GroflenausschluBmembran. 

In einem weiteren Experiment wurden drei aufeinanderfolgende Injektionen an Nuk- 
leinsaure durchgefiihrt und mit identischen Bedingungen analysiert. Das Elektrophero- 
gramm zeigte eindeutig die Aufkonzentrierung der drei Nukleinsaure-Injektionen in 
einem Signal. Die Peakflachen der drei Einzelinjektionen entsprachen exakt der 
Peakflache der retardierten DNA. Damit wurde gezeigt, dafi Makromolekule an der 
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-Membranum Mikrokanal elektrophoretisch immobilisiert und quantitativ remobilisiert 
werden konnen. 



5 Nukleinsaure-Extraktion 

Fur die Nukleinsaure-Aufkonzentrierung ist es notwendig die vorhandene Nuklein- 
saure-Menge aus einer bestimmten Losung moglichst quantitativ in den Mikrokanal 
zu iiberfuhren. Wenn die gesamte Nukleinsaure injiziert ist, diirfte bei einer 2. Injek- 
1 0 tion aus dem selben ProbengefaB nur noch sehr wenig Nukleinsaure extrahierbar sein. 

Um die DNA-Menge moglichst gering zu halten wurde die DNA mit dem interka- 
lierenden Farbstoff YOYO (Molecular Probes) angefarbt und mit laserinduzierter 
Fluoreszenzdetektion (LIF) detektiert. Dazu wurde YOYO (0,4 mmol/1, in 76 ^1 
15 TBE-PufFer) vorgelegt und mit 1-4 ^1 der pBr-DNA-Losung (1 mg/1) versetzt und 
mindestens 30 min bei RT vor der Messung inkubiert. Die MeBparameter befmden 
sich in Tabelle 3. 



20 Tabelle 3: MeBparameter zur elektrophoretischen Nukleinsaure-Extraktion 



Spannung: 


-10 kV fur 10 min, dann + 10 kV fiir 10 min 


Puffer: 


Tris/Borat (100 mmol/1, pH 8,5) 


Kapillare: 


gecoatete Quarzkapillare, 75 ^im Innendurchmesser, 57 cm 
Lange, 50 cm zum Detektor (Biorad, Munchen) 


Kapillarelektro- 
phoresegerat: 


PACE 5510 (Beckman, Munchen) 


Temperatur: 


25°C 


Detektion: 


LIF (Argon) EX 488, EM 520 nm, Gain 100 


Injektion: 


2 x elektrokinetisch (60 min x -10 kV) aus 50 |il 


Spulen der Kapillare 
vor der Injektion: 


1. Wasser (1 min, 5 x 10 4 Pa) 

2. Puffer (3 min, 5 x 10 4 Pa) - 
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Die Detektionsprofile sahen so aus, da/3 nach ca. 10 min ein deutlicher Anstieg der 
Fluoreszenz zu verzeichnen war, der rasch ein Plateau erreichte. Nach ca. 30 min viel 
die Fluoreszenz wieder ab, verbunden mit einem allmahlichen Anstieg des Stroms im 
Kanal. Die Hohe des Plateaus korrelierte mit der Menge an DNA. Bei der zweiten 
Injektion war aus keiner Probe noch signifikante Fluoreszenz zu injizieren. Die Daten 
belegen die vollstandige Extraktion der pBr-DNA bei der 1. Injektion. Aus dem 
Fluoreszenzverlauf schlieBen wir, daB die gesamte Nukleinsaure bereits nach 30 min 
vollstandig injiziert war. 

Diese Daten zeigen eindeutig, daB die gesamte Nukleinsaure eines Probenvolumens 
elektrokinetisch in einen Mikrokanal injiziert werden kann. In Kombination mit der 
GroBenausschluBmembran sollte es moglich sein diese Nukleinsaure in wenigen 
Nanoliter aufzukonzentrieren und so nachweisbar zu machen. 



Nukleinsaure-Aufkonzentrierung 

Mit den MeBbedingungen von Tab. 2 wurde Nukleinsaure in den Mikrokanal mit ein- 
gebauter Membran injiziert. Dazu wurde pBr-DNA (2,5 mg/1, 50 ul) 25 min injiziert 
und anschlieBend mit dem Trennpufifer fokussiert (Fig. 2). Bei dieser niedrigen Kon- 
zentration war die DNA direkt nicht nachweisbar. Nach 10 min wurde die Spannung 
umgepolt und die aufkonzentrierte DNA wanderte nach 1 2 min als intensiver Peak zu- 
riick durch den Detektor. Praktisch die gesamte DNA der 50 u!-Probe (0,1 mg) war 
in weniger als 50 nl (1 cm in der Kapillare) aufkonzentriert. Der Anrcicherungsfaktor 
lag damit bei Faktor 1 000. 



Derivatisierung auf der Membran 

Zur Uberpriifung der Derivatisierung von Nukleinsaure an einer GroBenausschluB- 
membran .wurde pBr-DNA wie bereits beschreiben elektrokinetisch injiziert und auf 
der Membran immobilisiert (Tab. 2). Nach der Immobilisierung wurde die Spannung 
aber nicht sofort umgekehrt, sondern das zur DNA auf der anderen Seite der Mem- 
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t*. bran gelegene PufFergefaB wurde. gegen.eine PufFerlosung ersetzt, die kationischen 

interkalierenden FarbstofF enthielt (YOYO, 0,4 mmol/1, Molecular Probes). Die 
Spannung wurde fur weitere 20 Minuten beibehalten, wobei der FarbstofF durch den 
Mikrokanal, und durch die Membran wanderte. Die DNA wurde also mit YOYO auf 
5 der Membran inkubiert. Danach wurde nochmals 10 min ohne FarbstofF elektropho- 
riert, urn restliches YOYO wieder aus der Kapillare zu entFernen. Dann wurde die 
Spannung umgepolt und so die retardierte und angefarbte DNA wieder am Detektor 
vorbei bewegt. 

10 Die elektrokinetisch injizierte DNA migrierte nach 2 min durch den UV-Detektor. 
Zwei Minuten nach der Umpolung konnte ein Signal mit groBerer Peakflache detek- 
tiert werden, das der angefarbten DNA entsprach. Die mittels Dioden-Array-Detek- 
tion (DAD) im Mikrokanal erzeugte UV-VIS-Spektrun der injizierten DNA zeigte das 
typische UV-Spektrum mit 2 Absorptionsmaxima bei 200 und 260 nm. Nach der 

1 5 Inkubation mit YOYO auF der Membran wies die DNA zusatzlich ein Absorptions- 
maximum bei 490 nm auf Dies entspricht exakt dem Absorptionsmaximum der mit 
YOYO interkalierten DNA. Damit konnte bewiesen werden, daB Makromolekiile im 
Mikrokanal derivatisiert werden konnen. 

20 

Kopplung mit Elektronenmikroskopie 

Als Beweis der weiteren Analyse von aufbereiteten Makromolekulen, soli die Kopp- 
lung mit der Elektronenmikroskopie (EM) dienen. 

25 

Herpes Simplex Viren (Typ 2) wurden mit YOYO (Molecular Probes) angefarbt und 
mit laserinduzierter Fluoreszenzdetektion (LIF) detektiert. Dazu wurde YOYO 
(0,4 mmol/1, in 76 pi TBE-PufFer) vorgelegt und mit 4 pi der HSV-2-L6sung (5 x 10 s 
Viren/ml) versetzt und mindestens 30 min bei RT vor der Messung inkubiert. Die 
30 MeBparameter beFinden sich in Tabelle 3. 

Die wenigen injizierten, interkalierten Viren (10 - 20) wurden als einzelne Signale 
detektiert. Zur Identifizierung der Signale wurde die gleiche Probe unter vergleich- 
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baren Elektrophoresebedingungen an einer Prince-CE (Lauerlabs) mit Nanofraktions 
sammler (Probot, BAI-Instruments) analysiert. Das Ende des Mikrokanals wurde 
dabei zertgesteuert auf unterschiedliche Elektronenmikroskopietrager fraktioniert und 
nach Negativkontrastierung mit Uranylacetat im EM untersucht. 

In den erwarteten Fraktionen konnten intakte HSV-Partikel eindeutig nachgewiesen 
werden. Damit wurde am Beispiel von Viren erstmals gezeigt, da/3 Makromolekule 
nach der elektrophoretischen Trennung fur weitere Analysen als intakte Partikel zur 

Verfijgung stehen. 



Legenden xu Abbildungen 



F.g. 1 : Schematische Darstellung der Aufreinigungsapparatur. Ein Mikrokana! 

(1) mit eingebauter Membran (2) verbindet 2 Puffergefafie (3,4). Uber 
eingebrachte Elektroden konnen diese PuffergefaBe auf unterschied- 
liche Spannungspotentiale gebracht werden (5). Uber eine Druckrege- 
lung konnen auch unterschiedliche Drticke angelegt werden (6). In (3) 
befindet sich die zu untersuchende Probe. 



Fig. 2: 



Schematische Darstellung der Aufkonzentrierung. Das zu untersuchen- 
de Makromolekul wurde elektrokinetisch in den Mikrokanal (1) mit 
eingebauter Membran (2) injiziert. Das Probengefafl wurde bereits 
durch den Konzentrationspuffer (7) ersetzt. Die Makromolekule wan- 
dern bis zur Membran und werden dort festgehalten. 

Schematische Darstellung der Probenmodifizierung. In den Reaktions- 
gefafie (8,9) befinden sich die Derivatisierungsreagenzien, die entweder 
elektrokinetisch und/oder mit Hilfe von Druck zu den aufkonzentrier- 

ten Makromolekulen gebracht werden. 

Fig. 4: Schematische Darstellung eines on-line Analysenverfahrens. Das 

aufkonzentrierte und modifizierte Makromolekul wird elektrokinetisch 



Fig. 3: 
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im Mikrokanal (1) an einem Detektorfenster (12) vorbei mobilisiert, so 
daB die spektroskopischen Eigenschaften analysiert und ausgewertet 
werden konnen (13). 

5 Fig. 5: Schematische Darstellung der Fraktionierung des aufgereinigten 

Makromolekiils. Die aufkonzentrierte Probe wird in dem ProbengefaB 
oder auf dem Analysentarget (14) aufgefangen und steht fur weiterge- 
hende Analysen zur Verfugung. 

10 Fig. 6: Schematische Darstellung der high-throughput Aufreinigungsappara- 

tur. Eine Vielzahl von Mikrokanalen wird so angeordnet, daB sie mit 
dem Probenformat (z.B. Mikrotiterplatte) kompatibel sind. Die Mem- 
bran (2) wird iiber das gesamte Format eingebracht und mit einem 
zweiten Mikrokanal-Array (15) verbunden. Die Vorgehensweise dieser 

15 multiplen Anordnungen entspricht Fig. 1-5. 

Fig. 7: Schematische Darstellung der Anreicherungsapparatur fur schnelle 

Aufkonzentrierungen. Neben dem Mikrokanal (1) befindet sich ein 
Flachkanal (16), der mit dem Mikrokanal (1) uber den Transferkanal 
20 (17) verbunden ist. Der Flachkanal erlaubt sehr viel hohere FluBraten 

und damit hohere Anreicherungsfaktoren. Details im Text. 



Fig. 8: Schematische Darstellung der schnellen Anreicherung aus salzhaltiger 

Losung in der Aufsicht am Beispiel von Nukleinsauren. Die An- 

25 reicherung erfolgt durch Anlegen einer Spannung (6) an den Flachkanal 

(16) (Fig. 8a). Die Spannung wird so lange beibehalten, bis alle 
Nukleinsauren an der Membranoberflache (2) immobilisiert sind (Fig. 
8b). Wird nun zwischen dem Flachkanal (16) und dem Mikrokanal (1), 
wie angegeben, eine Spannung (6) angelegt, so wandert die aufge- 

30 reinigte und aufkonzentrierte Nukleinsaure von der groBen Membran- 

oberfache des Flachkanals (16) zur Membran des Mikrokanals (1) (Fig. 
8c) und steht dann fur die analogen Verfahren (Fig. 3 -6) zur 
Verfugung. Details im Text. 

31 



WO 98/30571 



PCT/EP97/07306 



Patentansnruche 

1. Verfahren zur Isolierung und Aufkonzentrierung von Makromolekiilen, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Makromolekule in einem Mikrokanal auf 

5 einer Membran elektrokinetisch gesammelt und anschlieBend analysiert 

werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren, 
Viren, Proteine, Bakterien oder Pilze in einem Mikrokanal auf einer Membran 

1 0 elektrokinetisch gesammelt und anschlieBend analysiert werden. 

3. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 und 2, wobei die Probe auf der Membran 
derivatisiert wird. 



( 



1 5 4. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 3 als Probenvorbereitung fur weitere 

Analysenverfahren. 

5. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 4 als Probenvorbereitung fur MS, 
Gelelektrophorese, PCR, TEM, Nucleinsauresequenzierung, Immundiagnostik 

20 und Hybridisierungen. 

6. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB den Anspruchen 1 bis 5 | 
in Form eines Chip-Moduls mit eingebetteter Membran, wobei 1 -400 Kapilla- 

ren nebeneinander angeordnet sind. 

25 

7. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, enthaltend eine Membran aus Polyethersulfon 
(PES), Polyester, vliesgestiitztem Acrylpolymer, Polj^tetrafluorethylen 
(PTFE), Polysulfon, Polypropylen (PP), Glasfaser, Nylon oder Polycarbonat. 

30 8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB den Anspruchen 1 bis 7 

in Form eines Flachkanals zur Analyse von salzhaltigen Proben. 
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9. Verwendung der Vorrichtung gemafl den Anspriichen 6 bis 8 zur An- 
reicherung und zur Analyse von Makromolekulen. 

10. Verwendung der Vorrichtung gemafl den Anspriichen 6 bis 8 in der Qualitats- 
kontrolle von biologischen Praparaten. 

1 1 . Verwendung der Vorrichtung gemaB den Anspriichen 6 bis 8 zur direkten 
Infektionsdiagnostik. 

12. Verwendung der Vorrichtung gemaB den Anspriichen 6 bis 8 zur ampli- 
fikationsfreien Nukleinsaureanalytik. 
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